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Zusammenfassung  1 
1. Zusammenfassung 
Die akute lymphatische Leukämie (ALL) ist die häufigste maligne Erkrankung im Kindes-
alter. Durch Anwendung moderner risikoadaptierter Behandlungsstrategien können heute 
nahezu 80% der Kinder dauerhaft geheilt werden. Dennoch erleidet immer noch jedes fünfte 
Kind ein Rezidiv. Ein Ziel ist daher die Identifizierung neuer prognostischer Marker, um die 
Therapie weiter zu optimieren. Eine Subgruppe der B-Vorläufer-ALL (pB-ALL) ist durch 
eine hohe CRLF2-Genexpression charakterisiert, welche durch verschiedene genetische 
Aberrationen verursacht werden kann. Die häufigste Aberration, die P2RY8/CRLF2-Fusion, 
ist in ALL-BFM-basierten Studien mit einer schlechten Prognose aufgrund einer hohen 
Rezidivinzidenz assoziiert; dessen zugrundeliegender Mechanismus ist allerdings noch 
weitestgehend unklar. Darüber hinaus fehlt bislang eine systematische Untersuchung der 
anderen Aberrationen. 
Im Fokus dieser Arbeit stand deshalb eine umfassende prospektive Erfassung der CRLF2-
Genexpression und der assoziierten genetischen Aberrationen in 1105 Patienten der AIEOP-
BFM ALL 2009 Studie. Zusätzlich wurden alle Fälle der pB-ALL mit hoher CRLF2-
Genexpression auf Veränderungen der Kopienzahl bestimmter Gene der B-Zell-
Differenzierung sowie auf Mutationen von CRLF2 und JAK2 hin untersucht. Außerdem 
wurde eine vergleichende NGS-basierte Transkriptom-Analyse mit CRLF2-hoch-
exprimierenden Fällen mit und ohne P2RY8/CRLF2-Fusion durchgeführt sowie ein 
methodischer Vergleich von verschiedenen Techniken zur Detektion der P2RY8/CRLF2-
Fusion für eine künftige Implementierung als prognostischer Marker. 
Eine hohe CRLF2-Genexpression wurde in 15% der Patienten mit T-ALL detektiert, von 
denen 81% anhand des Therapieansprechens in die Hochrisikogruppe (HR) stratifiziert 
wurden. Zusammen mit den noch vorläufigen Daten hinsichtlich des Therapieerfolgs scheint 
die hohe CRLF2-Genexpression ein vielversprechender prognostischer Marker innerhalb der 
T-ALL zu sein. Innerhalb der pB-ALL wurde eine hohe CRLF2-Genexpression in 10% der 
Fälle; in 48% davon die P2RY8/CRLF2-Fusion, zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens in 20% 
und eine IGH/CRLF2 Translokation in 18% davon identifiziert. Auffallend war eine hohe 
Rezidivrate von 44% der Patienten mit IGH/CRLF2 Translokation. Sowohl für die 
P2RY8/CRLF2- als auch die IGH/CRLF2-Subgruppe wurde eine enorme Häufigkeit an 
zusätzlichen Deletionen von B-Zell-Differenzierungsgenen wie IKZF1 beobachtet. 
Zusammengefasst deuten die Daten dieser Arbeit darauf hin, dass die erhöhte Anfälligkeit für 
akkumulierende Aberrationen im Kontext mit der hohen CRLF2-Genexpression zu dem 
beobachteten hohen Rezidivrisiko in der P2RY8/CRLF2- und IGH/CRLF2-positiven pB-ALL 
beitragen. Patienten dieser beiden Subgruppen könnten von einer Intensivierung der Therapie 
im HR-Arm, möglicherweise kombiniert mit geeigneten Inhibitoren aktivierter Signalwege, 
profitieren. 
Summary  2 
2. Summary 
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in childhood. 
Applying modern risk-adapted treatment strategies about 80% of children with ALL can be 
cured in first complete remission. However, 1 out of 5 patients still suffer from relapse. 
Accordingly, there is a need to identify new prognostic markers in order to improve the 
current therapeutic results. A high-level expression of the CRLF2 gene is frequent in 
precursor B-cell ALL (pB-ALL) and can be caused by various genetic aberrations. 
P2RY8/CRLF2 fusion, the most frequent alteration, was shown to be associated with a high 
relapse incidence in children treated according to ALL-BFM protocols, which is poorly 
understood. Moreover, the frequency of other alterations had not been systematically 
analyzed yet. 
Therefore, CRLF2 mRNA expression and potential genetic aberrations causing a high CRLF2 
expression were prospectively assessed in 1105 patients treated according to the 
AIEOP-BFM ALL 2009 protocol. Additionally, copy number alterations in selected B-cell 
differentiation genes for all CRLF2 high-expressing pB-ALL cases, as well as JAK2 and 
CRLF2 mutations were determined. Moreover, CRLF2 high-expressing cases with and 
without P2RY8/CRLF2 fusion were analyzed by next-generation sequencing based gene 
expression profiling. Finally, several methods detecting the P2RY8/CRLF2 fusion were tested 
in order to identify the most reliable and efficient technique for future implementation as 
diagnostic classifier. 
A CRLF2 high expression was detected in 15% of T-ALL cases, 81% of them had been 
stratified as high-risk patients by treatment response. Together with preliminary outcome data 
CRLF2 high expression is indicated as a potent prognostic marker in T-ALL. In pB-ALL, a 
CRLF2 high expression was determined in 10%; the P2RY8/CRLF2 fusion in 48% of them, 
supernumerary copies of CRLF2 in 20% and the IGH/CRLF2 translocation in 18%. Notably, 
44% of patients with IGH/CRLF2 translocation had already relapsed. P2RY8/CRLF2 and 
IGH/CRLF2 positive samples were characterized by a high frequency of additional deletions 
in B-cell differentiation genes such as IKZF1. The acquired data suggest that the high 
frequency of genetic aberrations in the context of a high CRLF2 expression could contribute 
to the high risk of relapse in P2RY8/CRLF2 and IGH/CRLF2 positive ALL. Accordingly, 
patients of these two subgroups could benefit from adapted therapy in high-risk regimen and 
treatment with suitable inhibitors of activated signaling pathways may serve as potential 
additives. 
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3. Einleitung 
3.1 Akute lymphatische Leukämie (ALL) im Kindesalter 
3.1.1 Definition, Epidemiologie und Ätiologie 
Die akute lymphatische Leukämie ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden Systems, 
welche durch eine unkontrollierte Proliferation von lymphatischen Vorläuferzellen 
(Lymphoblasten) gekennzeichnet ist. Durch die Verdrängung der normalen Hämatopoese im 
Knochenmark kommt es in der Regel zu einer rasch fortschreitenden 
Knochenmarkinsuffizienz. Typische klinische Symptome sind daher Blässe und 
Abgeschlagenheit infolge einer Anämie, vermehrte Blutungsneigung durch einen Mangel an 
Thrombozyten sowie eine erhöhte Infektanfälligkeit durch die verminderte Produktion 
immunkompetenter Abwehrzellen. Darüber hinaus kann es auch zur Infiltration von weiteren 
Organen wie z.B. Leber, Milz, Lymphknoten oder des zentralen Nervensystems (ZNS) durch 
die leukämischen Zellen kommen. Unbehandelt verläuft die Erkrankung schnell tödlich.
1
 
Die ALL macht 75% aller kindlichen Leukämien aus und ist die einzige Form der Leukämie, 
die häufiger bei Kindern als bei Erwachsenen auftritt. Das deutsche Kinderkrebsregister 
(DKKR) gibt für den Beobachtungszeitraum 2009 - 2015 einen Anteil der ALL von 22,7% 
aller Krebserkrankung bei Kindern unter 18 Jahren an und ist damit die häufigste maligne 
Erkrankung im Kindes- und Jugendalter überhaupt. In Deutschland erkranken bei einer 
Inzidenz von ca. 4/100.000 Kindern jährlich 500 Kinder an ALL. Eine besondere Häufung 
der Erkrankung ist im Kleinkindalter zwischen zwei und fünf Jahren bei Diagnosestellung zu 
beobachten und Jungen sind 1,3-fach häufiger betroffen als Mädchen.
2
 
Die Ursache für die Entstehung einer ALL kann in den meisten Fällen nicht geklärt werden. 
Spontane somatische Mutationen oder präexistierende Keimbahnmutationen sind als 
wahrscheinlichste Ursache bei den meisten Patienten anzunehmen. Prädisponierende 
Faktoren, welche mit einer erhöhten Erkrankungswahrscheinlichkeit assoziiert sind, können 
sowohl genetische als auch exogene Faktoren sein. So ist die Inzidenz der ALL bei Kindern 
mit bestimmten konstitutionellen chromosomalen Aberrationen und genetischen Syndromen 
deutlich erhöht.
3
 Chromosomen-Instabilitätssyndrome wie das Louis-Bar-Syndrom und das 
Nijmegen-Breakage-Syndrom gehen mit einer erhöhten Disposition für Krebserkrankungen 
einher.
4
 Ein besonders hohes Risiko an ALL zu erkranken, haben Kinder mit Trisomie 21 
(Down-Syndrom), bei welchen eine ALL ca. 20-fach häufiger auftritt als bei gesunden 
Kindern.
5
 Außerdem haben Geschwister eines leukämiekranken Kindes ein geringfügig 
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erhöhtes Risiko ebenfalls an einer Leukämie zu erkranken, während ein deutlich erhöhtes 
Risiko bei eineiigen Zwillingen besteht.
6
 Es konnte durch Untersuchungen von eineiigen 
Zwillingen mit konkordanter ALL festgestellt werden, dass zumindest einige Subtypen der 
ALL pränatalen Ursprungs zu sein scheinen.
7
 Welche exogenen Faktoren besonders zur 
Entstehung der ALL beitragen, konnte bislang noch nicht geklärt werden. Allerdings wird ein 
Zusammenhang mit der Exposition gegenüber ionisierender Strahlung, chemischen 
Substanzen und bestimmter viraler Infektionen aufgrund ihrer mutagenen Wirkung vermutet.
8
 
3.1.2 Diagnose und Klassifikation 
Die Diagnostik einer ALL erfolgt in den meisten Fällen mittels einer Knochenmarkpunktion, 
da die Expansion der Lymphoblasten ins periphere Blut unterschiedliche Verlaufsformen 
annehmen kann. Allgemein wird die Diagnose der ALL bei einem Lymphoblastenanteil von 
mehr als 25% der kernhaltigen Zellen im Knochenmark oder peripheren Blut gestellt.
9
 Im 
Rahmen der Diagnosestellung erfolgen zur genaueren Charakterisierung der Leukämiezellen 
Untersuchungen der Zytomorphologie, des Immunphänotyps und der Zyto- bzw. 
Molekulargenetik gemäß der World Health Organization (WHO)-Klassifikation (2008).
10,11
 
Zytomorphologisch wird die ALL entsprechend der French-American-British (FAB)-
Klassifikation in die Subtypen L1, L2 und L3 eingeteilt.
12
 Allerdings ist heute für die 
klinische Praxis hauptsächlich die seltene L3-Klassifikation relevant, welche der reifzelligen 
B-ALL bzw. Burkitt-Leukämie/Lymphom entspricht und im Rahmen separater Studien 
gesondert zu therapieren ist.
13
 Von größerer Bedeutung ist die Bestimmung des 
Immunphänotyps entsprechend den Kriterien der European Group for the Immunological 
Characterisation of Leukemias (EGIL)-Klassifikation.
14
 Hierbei wird das Expressionsmuster 
von Oberflächenantigenen (CD, Cluster of Differentiation) der Lymphoblasten mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt und entsprechend die Zelllinienzugehörigkeit und das 
Differenzierungsstadium festgestellt. Der Immunphänotyp unterschiedet demnach zwischen 
einer B-ALL (pro-B, common, prä-B, reife B) und einer T-ALL (pro-T, prä-T, intermediäre 
T, reife T). Im Kindesalter werden ca. 85% der ALL der B-Vorläufer-Reihe (pB-ALL, 
precursor B-ALL) und nur ca. 15% der T-lymphozytären Reihe zugeordnet.
15
 Außerdem 
erfolgt eine weitere Differenzierung anhand von zyto- bzw. molekulargenetischen 
Eigenschaften der Leukämiezellen. Mit Hilfe von Karyotypisierung, Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) sowie 
der Bestimmung des DNA-Index (DI) mittels Durchflusszytometrie oder aber auch 
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multiplexer ligationsabhängigen Sondenamplifikation (MLPA) und single nucleotide 
polymorphism (SNP)-Arrays werden bestimmte genetische Aberrationen detektiert, welche 
eine entscheidende Bedeutung für die Prognose und die Therapie haben. Innerhalb der 
pB-ALL ist das Auftreten des BCR/ABL1-Fusionsgens durch eine t(9;22) Chromosomen-
translokation oder des KMT2A/AFF1-Fusionsgens durch eine t(4;11) Chromosomen-
translokation mit einer schlechten Prognose assoziiert.
16
 Auch ein hypoploider Karyotyp 
(< 45 Chromosomen; DI < 0,8) gilt als prognostisch ungünstig und wurde daher in der 
AIEOP-BFM ALL 2009 Studie als ein weiteres Hochrisiko (HR)-Kriterium 
aufgenommen.
17,18
 Hingegen haben Patienten mit dem ETV6/RUNX1-Fusionsgen durch eine 
t(12;21) Chromosomentranslokation und Patienten mit hoher Hyperploidie (> 50 Chromo-
somen; DI ≥1,16) eine deutlich bessere Prognose.16,19 Rund ein Viertel der pB-ALL weist 
keine dieser beschriebenen genetischen Aberrationen auf und ist noch nicht hinlänglich für 
die Risikostratifizierung charakterisiert.
20
 Für die T-ALL hingegen wurden eine Vielzahl von 
genetischen Aberrationen beschrieben, welche z.B. die Gene des T-Tellrezeptors, KMT2A 
oder NOTCH1 involvieren.
21
 Allerdings konnten bislang aufgrund dieser Heterogenität keine 
prognostisch relevanten Subgruppen der T-ALL definiert werden.
22
  
Die Häufigkeit der einzelnen ALL-Subgruppen ist exemplarisch für die ALL-BFM 2000 
Studie
23,24
 in Abbildung 1 veranschaulicht. 
 
Abbildung 1: Übersicht der ALL-Subgruppen und Inzidenzen innerhalb der ALL-BFM 2000 
Studie. Abkürzungen: pB-ALL, B-Vorläufer-ALL (precursor B-ALL); Andere, negativ für 
ETV6/RUNX1, BCR/ABL1, KMT2A/AFF1, Hyperdiploidie und Hypodiploidie; N.A., nicht vollständig 
analysiert. 
Einleitung  6 
Neben dieser ausführlichen leukämiespezifischen Diagnostik und Klassifikation erfolgt eine 
umfassende Patienten- und Familienanamnese sowie klinische Untersuchung des Patienten, 
u.a. zur Diagnostik extramedullärer Manifestationen wie z.B. der Befall von Lymphknoten, 
Leber oder Hoden. 
3.1.3 Therapie 
Die Therapie der ALL im Kindesalter basiert im Wesentlichen auf einer risikoadaptierten 
Polychemotherapie und dauert in der Regel zwei Jahre. In Deutschland erfolgt die 
Behandlung der Kinder im Rahmen multizentrischer Therapieoptimierungsstudien, in dessen 
Rahmen mittels Randomisierung neue Therapieelemente kontrolliert gegenüber der 
konventionellen Therapie geprüft werden. Seit Gründung der ALL-BFM Studiengruppe in 
den 1970er Jahren konnte im Laufe mehrerer aufeinanderfolgender Therapiestudien eine 
eindrucksvolle Verbesserung der Heilungsrate und eine Reduzierung der 
Therapienebenwirkungen erzielt werden. So wurde die Wahrscheinlichkeit für ein 
ereignisfreies Überleben (pEFS, probabiltity of event free survival) innerhalb von sechs 
Jahren nach der Diagnose seit der ALL-BFM 70 Studie sukzessive von 55% auf 82% in der 
ALL-BFM 2000 Studie verbessert (siehe Abbildung 2). 
 
Abbildung 2: Überlebenskurven und 6-Jahres EFS-Rate für Patienten der ALL-BFM 70 bis 
2000 Studie. Die Überlebenszeitanalyse für Patienten der verschiedenen ALL-BFM Studien erfolgte 
nach Kaplan-Meier. Abkürzungen: pEFS, Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens 
(probabilty of event free survival); SE, Standardfehler (standard error); n, Anzahl. 
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Trotz dieser Erfolge erlitten immer noch 16% der Patienten der ALL-BFM 2000 Studie 
innerhalb der ersten sechs Jahre nach Diagnosestellung ein Rezidiv. Zur weiteren 
Optimierung der Therapie folgte die AIEOP-BFM ALL 2009 Studie
18
 und aktuell die 
AIEOP-BFM ALL 2017 Studie
25
 unter Leitung von Prof. Dr. med. Martin Schrappe (Klinik 
für Kinder- und Jugendmedizin I, UKSH, Kiel). Im Wesentlichen gliedert sich die 
Behandlung der ALL in drei intensive Therapieelemente: Remissionsinduktion (Protokoll I), 
Konsolidierungsphase (Protokoll M bzw. HR-Blöcke) und Reinduktion (Protokoll II/III). 
Anschließend folgt die Erhaltungstherapie bis zu einer Gesamtdauer von 24 Monaten. Wenn 
nötig, kann die Behandlung durch eine intensivierte ZNS-gerichtete Therapie oder eine 
allogene Stammzelltransplantation erweitert werden. Eine Übersicht der Therapieelemente 
der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie ist in der Abbildung 3 schematisch dargestellt. 
 
Abbildung 3: Therapieschema der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie.
18
 Entsprechend der 
Risikostratifizierung in Standardrisiko (SR), Mittleres Risiko (MR) und Hochrisiko (HR) werden 
verschiedene Therapiezweige angewandt. Der Zeitstrahl gibt den Therapieverlauf in Wochen wieder. 
 
Das Therapieprotokoll der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie schreibt die erforderliche 
Diagnostik, Medikation sowie den zeitlichen Ablauf der Therapie exakt vor.
18
 Die Intensität 
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der Therapie richtet sich nach dem individuellen Risiko des Patienten. Die Risiko-
stratifizierung erfolgte in der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie auf der Grundlage von zyto- 
bzw. molekulargenetischen Markern (Vorliegen einer t(4;11) Translokation bzw. des 
KMT2A/AFF1-Fusionsgens oder eines hypodiploiden Karyotyps) sowie dem individuellen 
Ansprechen auf die Therapie und mündet in drei verschiedene Therapiezweige: Standard-
Risiko (SR), Mittleres Risiko (MR) und Hochrisiko (HR). Die Beurteilung des 
Therapieansprechens basiert auf der Bestimmung von verbliebenen Leukämiezellen im Blut 
oder Knochenmark an definierten Zeitpunkten der Therapie. Die erste Kontrolle des 
Therapieansprechens erfolgt an Therapietag 8 als zytomorphologisch bestimmter 
Lymphoblastenanteil im peripheren Blut und wird als Prednisone response (PR) bezeichnet. 
Die Kontrolle des zytomorphologischen Therapieansprechens findet außerdem am Ende der 
Induktionstherapie (Therapietag 33) zur Bewertung der Remission im Knochenmark statt. 
Des Weiteren erfolgt die Bestimmung der minimalen Resterkrankung (minimal residual 
disease, MRD) weit unterhalb der morphologischen Nachweisgrenze mittels 
Durchflusszytometrie an Therapietag 15 (FCM-MRD) und mittels quantitativer Real-Time 
PCR (PCR-MRD) an Therapietag 33 und 78. Der molekulargenetische Nachweis der MRD 
erfolgt über leukämiespezifische T-Zellrezeptor- und Immunglobulin-Genumlagerungen und 





 Patienten mit pB-ALL, die zytogenetische Risikofaktoren (KMT2A/AFF1; 
hypodiploider Karyotyp) oder ein schlechtes zytomorphologisches Therapieansprechen 
(Prednisone poor response, PPR [≥ 1000 Blasten/µl Blut an Therapietag 8]; > 5 % Blasten 
im Knochenmark an Therapietag 33) oder ein unzureichendes durchflusszytometrisches bzw. 
molekulargenetisches Therapieansprechen (≥10% Blasten mittels FCM-MRD an 
Therapietag 15; Slow early responder, SER [MRD-Last ≥ 10-3 an Therapietag 33 und < 10-3 
an Therapietag 78 mittels PCR-MRD]; hohe MRD-Last von ≥ 10-3 an Therapietag 78 mittels 
PCR-MRD) aufweisen, werden in die Hochrisikogruppe mit entsprechender Intensivierung 
der Therapie stratifiziert, da diese Kriterien nach Studienlage als prognostisch ungünstig 
gelten. In der Standardrisikogruppe werden hingegen Patienten behandelt, die eine sehr 
günstige Prognose haben: kein HR-Kriterium und keine messbare MRD-Last an Therapietag 
33 und 78. Alle Patienten, die weder die SR- noch die HR-Kriterien erfüllen, werden in der 
Gruppe mit mittlerem Risiko eingeordnet. Bei Patienten mit einer T-ALL erfolgt die 
Risikostratifizierung aus Mangel an prognostisch relevanten, genetischen Markern 
hauptsächlich auf Grundlage des Therapieansprechens in HR oder non-HR. Alle Patienten, 
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bei denen eine t(9;22) Translokation bzw. das BCR/ABL1-Fusionsgen nachgewiesen wird, 
werden gesondert im Rahmen der EsPhALL Studie therapiert. 
Relativ betrachtet besitzen Hochrisikopatienten das größte Risiko eines Therapieversagens 
(MRD-HR: 6% (189/3184); 5 Jahre-pEFS = 50%; n(Rezidiv) = 60), aber absolut gesehen 
werden die meisten Patienten, die ein Rezidiv erleiden, in die zahlenmäßig stärkste 
Patientengruppe mit mittlerem Risiko stratifiziert (MRD-MR: 52% (1647/3184); 
5 Jahre-pEFS = 78%; n(Rezidiv) = 266).
24
 Ein Rezidiv der Erkrankung liegt vor, wenn nach 
Erreichen der vollständigen Remission (sonst spricht man von einer Therapieresistenz; 
Non-Response) der Lymphoblastenanteil im Knochenmark erneut ≥ 25% der kernhaltigen 
Zellen beträgt oder eine extramedulläre Manifestation der Erkrankung (z.B. ZNS oder 
Hoden) vorliegt.
9
 Erleidet ein Patient ein Rezidiv, beträgt seine Heilungsrate nur noch 50%.
26
 
Zudem geben auch die teils schweren akuten Nebenwirkungen der Therapie sowie das 
potentielle Auftreten von zum Teil lebenslangen Spätschäden (z.B. Osteonekrosen, 
Kardiomyopathien und Sekundärmalignomen) Anlass, die Therapie der ALL immer weiter 
zu optimieren.
27-29
 Daher stellt die Identifizierung weiterer prognostisch relevanter Marker 
zur Verbesserung der Abschätzung des individuellen Risikos eines jeden Patienten und der 
damit verbundenen Adaption der Therapie ein Basismotiv der kommenden ALL-BFM 
Studien und der zukünftigen Forschung dar. Auch die Erforschung der Biologie der ALL 
steht im Fokus, um gezielte Therapien zu entwickeln, welche z.B. in deregulierte Signalwege 
der Leukämiezelle eingreifen. 
3.2 Genexpressionsanalysen 
Neben der Identifizierung von genetischen Aberrationen der Leukämiezelle spielt auch die 
Genexpressionsanalyse eine bedeutende Rolle in der Erforschung der ALL. Sie gibt 
Aufschluss über den Grad der tatsächlichen Aktivität der Gene. Mittels quantitativer Real-
Time PCR (qPCR) können einzelne Transkripte untersucht werden, während mit Hilfe 
neuester Technologien wie z.B. Microarray und next-generation-sequencing (NGS) das 
gesamte Transkriptom analysiert wird. Auf diese Weise können bestimmte 
Genexpressionsprofile identifiziert und mit klinischen bzw. biologischen Charakteristika oder 
auch mit dem Therapieerfolg in Verbindung gebracht werden. Für die in Kapitel 3.1.2 
erwähnten, prognostisch relevanten Subgruppen der ALL wurden distinkte 
Genexpressionssignaturen beschrieben, aber auch neue, genetisch noch unklassifizierte 
Subgruppen wurden durch ein charakteristisches Genexpressionsprofil identifiziert.
30
 Ein 
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bedeutendes Beispiel ist das sogenannte BCR-ABL-like-Genexpressionsprofil. Dieses 
definiert eine Subgruppe der ALL, welche ein ähnliches Genexpressionsmuster aufweist wie 
die BCR-ABL1-positive Subgruppe und ebenfalls mit einer schlechten Prognose assoziiert 
ist.
31
 Ebenso wurde kürzlich eine Subgruppe mit ETV6-RUNX1-like-Genexpressionsprofil 
identifiziert.
32
 In einer anderen Studie wurden die Genexpressionssignaturen von sensitiven 
und resistenten ALL-Proben miteinander verglichen, um das molekulare Therapieansprechen 
zu untersuchen. Hierbei konnte ein Genexpressionsprofil von 54 Genen identifiziert, welches 
das Therapieansprechen voraussagt und künftig in der Risikostratifizierung herangezogen 
werden könnte.
33
 Aber auch die Expression einzelner Gene wurde mit klinischen Parametern 
und Prognose assoziiert. Es konnte gezeigt werden, dass eine initial hohe IL-15 
Genexpression mit einer Beteiligung des ZNS bzw. mit einem späteren ZNS-Rezidiv 
assoziiert ist.
34
 Für Patienten mit einer KMT2A-Translokation ist eine niedrige FLT3 
Genexpression mit einer niedrigeren Überlebenswahrscheinlichkeit und einem erhöhten 
Risiko für ein Rezidiv assoziiert.
35




3.3 Die Rolle von CRLF2 
Das Cytokine receptor-like factor 2 (CRLF2) Gen kodiert den Rezeptor für das Zytokin 
Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) und ist deshalb auch als TSLPR bekannt. Es bildet 
einen funktionellen Komplex zusammen mit der IL7Rα-Untereinheit des 
Interleukin-7-Rezeptors und dem Liganden TSLP.
38
 Dies führt zu einer Aktivierung des 
Januskinase/Signaltransduktor und Aktivator der Transkription (JAK/STAT)-Signalweges 
sowie des Phosphoinositid-3-Kinasen/mechanistic target of rapamycin (PI3K/mTOR)-
Signalweges (siehe Abbildung 4).
39
 CRLF2 ist somit beteiligt an einer Vielzahl von 




CRLF2 gehört zur Familie der Typ1-Zytokinrezeptoren, welche auch als hämatopoetische 
Wachstumsfaktorrezeptorfamilie bekannt ist. Diese transmembranen Rezeptoren haben alle 
ein extrazelluläres Aminosäuremotiv (WSXWS) gemein. CRLF2 weist eine signifikante 
Homologie mit IL2Rγ auf, dem anderen Partner von IL7Rα im IL7-Rezeptor. Das Protein 
CRLF2 hat eine Molekülmasse von ungefähr 40 kD und besteht aus 371 Aminosäuren, davon 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der TSLP-Signalwege. Durch die Bindung des Liganden 
thymic stromal lymphopoietin (TSLP) kommt es zur Heterodimerisierung des Rezeptors 
cytokine receptor-like factor 2/Interleukin-7-Rezeptor α (CRLF2/IL7Rα). Die rezeptorassoziierten 
Januskinasen (JAKs) katalysieren die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors. Diese werden durch 
die Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STATs) gebunden und ebenfalls durch 
die JAKs phosphoryliert (P). Nach Dissoziation vom Rezeptor entsteht ein aktiviertes STAT-Dimer, 
welches im Zellkern als Transkriptionsfaktor wirkt. Gleichzeitig aktiviert die TSLP-Rezeptorbindung 
auch den komplexen PI3K/mTOR-Signalweg. Über eine Reihe von Phosporylierungen und unter 
Beteiligung einer Vielzahl von akzessorischen und regulatorischen Proteinen führt dieser Signalweg 
über die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K), die Proteinkinasen B (PKB) und den mechanistic target 
of rapamycin complex 1 (mTORC1) zur Aktivierung der Translation. 
 
Das Gen, welches dieses Protein kodiert, ist in der pseudoautosomalen Region 1 (PAR1) des 
X- und Y-Chromosoms lokalisiert (Xp22.33; Yp11.2) und besteht aus 9 Exonen. Es sind 
mehrere Transkriptvarianten durch alternatives Spleißen bekannt. CRLF2 wird hauptsächlich 
von dendritischen Zellen, Monozyten, basophilen Granulozyten und einigen T-Zellen 
exprimiert, aber normalerweise nicht von B-Vorläuferzellen.
42,43
 Allerdings zeigen rund 10% 
der pB-ALL, 15% der T-ALL und 60% der Down-Syndrom (DS)-ALL eine hohe CRLF2-
Genexpression.
36,37,44
 In vitro Experimente zeigten eine kausale Rolle der hohen CRLF2-
Genxpression an der Leukämogenese durch eine erhöhte Proliferation von lymphatischen 
Vorläuferzellen mittels STAT5-Aktivierung.
45
 Außerdem ist eine hohe CRLF2-Genxpression 
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häufig assoziiert mit einer zusätzlichen Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges durch 
Mutationen des CRLF2- oder JAK2-Gens.
44
 Während in der T-ALL bis heute noch keine 
Ursache für die hohe CRLF2-Genxpression identifiziert werden konnte,
37
 kann diese in der 
pB-ALL durch verschiedene genetische Aberrationen verursacht werden. Zum einen führt 
eine interstitielle Mikrodeletion innerhalb der PAR1-Region dazu, dass CRLF2 unter den 





Abbildung 5: Schematische Darstellung der P2RY8/CRLF2-Deletion. Die Bruchpunktregion der 
interstitiellen Mikrodeletion innerhalb der PAR1-Region ist durch die gestrichelte Linie 
gekennzeichnet und führt zur Deletion der darin gelegenen Gene. Der Bruchpunkt in P2RY8 befindet 
sich an der Grenze zwischen Exon 1 und Intron 1 und führt zur Fusion des 5‘-untranslatierten 
Bereichs (UTR) von P2RY8 an das Exon 1 von CRLF2 unmittelbar vor dem Startcodon (ATG). Die 
Pfeile zeigen die Richtung der Transkription. 
 
Zum anderen führt eine t(X;14) oder t(Y;14) Chromosomentranslokation, bei der CRLF2 
unter den Enhancer des immunoglobulin heavy locus (IGH) gerät, zu einer hohen CRLF2-
Genexpression.
45
 Außerdem wurde ein seltenes CSF2RA/CRLF2-Fusionstranskript mit einer 
Deletion der CRLF2-Promoterregion entdeckt, bei welchem wahrscheinlich ein Enhancer des 
colony stimulating factor 2 receptor alpha subunit (CSF2RA) die Expression von CRLF2 
kontrolliert.
47
 Auch zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens werden häufig in Fällen mit hoher 
CRLF2-Genexpression identifiziert, während in anderen Fällen keine bekannten Aberrationen 
detektierbar sind und deren Ursache weiterhin unklar ist.
36,47,48
 
Allerdings wurde in ALL-BFM-basierten Studien bislang nur gezeigt, dass die 
P2RY8/CRLF2-Fusion mit einer schlechten Prognose aufgrund einer hohen Rezidivinzidenz 
assoziiert ist.
36,49,50
 In diesen retrospektiven Studien waren aber nur wenige Fälle mit der 
IGH/CRLF2-Translokation eingeschlossen. Die P2RY8/CRLF2-Fusion zeigte den größten 
prognostischen Wert in der Patientengruppe mit mittlerem Risiko und unabhängig von einer 
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hohen CRLF2-Genexpression.
36,49,50
 Rund 5% der pB-ALL weist eine P2RY8/CRLF2-Fusion 
auf.
45,46,50
 Diese Patienten erkranken meist sehr jung an der ALL und die P2RY8/CRLF2-
Fusion konnte rückwirkend bereits zum Zeitpunkt der Geburt anhand von archivierten 
Guthrie-Karten nachgewiesen werden.
49
 Die Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion ist nicht 
immer mit einer hohen globalen CRLF2-Genexpression assoziiert, da die Fusion auch nur in 
einem kleinen Subklon vorliegen kann.
49,50
 Außerdem wurde gezeigt, dass die 
P2RY8/CRLF2-Fusion oftmals im Rezidiv nicht mehr vorhanden ist.
49
 Daraus lässt sich 
schließen, dass ein P2RY8/CRLF2-positiver Klon nicht den selektiven Vorteil besitzt, um ein 
Rezidiv zu entwickeln. Basierend auf diesen Beobachtungen wird vermutet, dass die 
P2RY8/CRLF2-Aberration nur ein Surrogatmarker für eine schlechte Prognose ist und keine 
ursächliche Relevanz besitzt. Der Ursprung und der zugrundeliegende Mechanismus für die 
Entstehung der hohen Rezidivwahrscheinlichkeit sind noch unklar und bedürfen weiterer 
Erforschung. 
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3.4 Zielsetzung 
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand eine umfassende Untersuchung der Inzidenz 
und molekularen Charakterisierung der ALL im Kindesalter mit hoher CRLF2-
Genexpression und deren zugrundeliegenden Aberrationen. Hierfür sollten folgende 
Untersuchungen erfolgen: 
 Prospektive Erfassung der CRLF2-Genexpression mit Hilfe der qPCR und Screening 
nach P2RY8/CRLF2-Fusionstranskripten mittels RT-PCR in allen Patienten der 
laufenden AIEOP-BFM ALL 2009 Studie über einen Zeitraum von vier Jahren, bei 
denen eine entsprechende Einwilligung vorlag und Material verfügbar war. 
 Untersuchung der Fälle mit hoher CRLF2-Genexpression ohne P2RY8/CRLF2-
Aberration auf IGH/CRLF2-Translokation und zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens 
mittels FISH. 
 Identifizierung zusätzlicher genetischer und potentiell prognostischer Aberrationen 
wie z.B. einer IKZF1-Deletion mit Hilfe der multiplexen ligationsabhängigen 
Sondenamplifikation (MLPA) sowie Mutationen von CRLF2 und JAK2 in allen 
Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression. 
 Analyse der akquirierten Daten im Kontext mit klinischen Parametern und Bewertung 
der prognostischen Relevanz. 
Zusätzlich sollte ein methodischer Vergleich von verschiedenen Techniken zur Detektion der 
P2RY8/CRLF2-Fusion für eine künftige Implementierung als prognostischer Marker 
durchgeführt werden. 
Ein weiteres Ziel war die Identifizierung von potentiellen Faktoren, welche zu der hohen 
Rezidivinzidenz der P2RY8/CRLF2-positiven Patienten beitragen. Dazu wurde eine 
vergleichende NGS-basierte Transkriptom-Analyse mit CRLF2-hochexprimierenden Fällen 
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4. Material und Methoden 
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit angewandten Methoden beschrieben. Allgemein 
übliche Labormethoden, Arbeitsanweisungen, Reagenzien und Geräte werden nicht separat 
angegeben. Die Verwendung von Kits, Geräten und Software erfolgte entsprechend den 
Angaben des jeweiligen Herstellers. Eine Übersicht der in dieser Arbeit angewandten 
Methoden ist in der Abbildung 6 dargestellt. 
 
Abbildung 6: Flussdiagramm der in dieser Arbeit angewandten Methoden mit Verweis auf den 
entsprechenden Abschnitt. Abkürzungen: KM, Knochenmark; PB, peripheres Blut; NGS, 
Sequenzierung der nächsten Generation (next-generation-sequencing); PCR, 
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction); qPCR, quantitative Real-Time PCR; RT-PCR, 
Reverse Transkriptase-PCR; gPCR, genomische PCR; MLPA, multiplexe ligationsabhängige 
Sondenamplifikation (multiplex ligation-dependent probe amplification); FISH, Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung; HRM, Hochauflösende Schmelzkurvenanalyse (high resolution melting). 
 
4.1 Patienten 
In der vorliegenden Arbeit wurden kryokonservierte klinische Proben von an ALL erkrankten 
Kindern im Alter von 1 - 18 Jahren vor Therapiebeginn untersucht. Diagnostik, 
Risikogruppen-Stratifizierung und Behandlung der Patienten erfolgte nach dem Protokoll der 
ALL-BFM 2000-Studie
23,24
 und anschließend nach dem Protokoll der AIEOP-BFM ALL 
2009 Studie (EudraCT-Nummer: 2007-004270-43). Die Untersuchungen erfolgten im 
Rahmen von den zuständigen Ethikkommissionen der Medizinischen Hochschule Hannover 
und des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein genehmigten Begleitforschungsprojekten 
mit Einverständnis der Patienten bzw. deren gesetzlicher Vertreter gemäß der Deklaration 
von Helsinki. Hierzu wurde in der Studienzentrale Kiel eine umfassende Biobank von 
verbliebenem, zu diagnostischen Zwecken entnommenem Patientenmaterial aufgebaut. 
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4.2 Aufbereitung der klinischen Proben 
Die Aufarbeitung der klinischen Proben erfolgte unter streng standardisierten Bedingungen. 
Es wurden nur Proben des Knochenmarks oder peripheren Bluts verwendet, bei denen 
zytomorphologisch ein Lymphoblastenanteil von mehr als 80% bestimmt wurde, da die 
Kontamination mit nichtleukämischen Zellen zur Verfälschung der Genexpressionsanalysen 
führen würde. 
4.2.1 Isolierung mononukleärer Zellen 
Die Isolierung mononukleärer Zellen (Lymphoblasten, Lymphozyten und Monozyten) aus 
dem Vollblut erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation.
51
 Hierzu wurde mit Heparin 
oder EDTA antikoaguliertes peripheres Blut oder Knochenmark zu gleichen Teilen mit 
phoshate buffered saline (PBS)-Puffer (Biochrom) verdünnt und auf 15 ml Biocoll 
(Biochrom) geschichtet. Zellen höherer Dichte wie Erythrozyten, Granulozyten und tote 
Zellen passieren die Biocoll-Trennschicht aus ungeladenen Saccharosepolymeren, während 
sich mononukleäre Zellen mit geringerer Dichte in der Interphase zwischen Trennschicht und 
Plasma ansammeln. Gemäß den Herstellerangaben wurde diese Interphase nach 
Zentrifugation mit einer Pipette abgenommen, mit PBS gewaschen und das Zellpellet 
anschließend in RPMI-Medium (Life Technologies) mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO, 




Die Extraktion und Aufreinigung genomischer DNA aus den angereicherten Lymphoblasten 
wurde mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Midi Kits (Qiagen) entsprechend den 
Herstellerangaben durchgeführt. Hierzu wurden max. 2x10
7
 Zellen zunächst lysiert und 
enthaltene Proteine mittels Proteinase K degradiert. Nach 1:1 Verdünnung des Zelllysats mit 
Ethanol, wurde die DNA über eine Kieselgelsäule durch selektive Adsorption extrahiert, 




Anschließend wurde die Konzentration und Qualität der isolierten DNA mittels 
Spektralphotometrie am NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) bestimmt.
54
 Hierzu wurde die 
Absorption bei 260 nm gemessen, welche dem Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren 
entspricht. Nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz entspricht eine Absorption von 1,0 einer 
Konzentration von 50µg/ml doppelsträngiger DNA. Zur Beurteilung der Qualität und 
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Reinheit wurde zusätzlich das Verhältnis der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm 
ermittelt. Reine DNA besitzt eine 260:280-Ratio von ~1,8. Eine Ratio unter 1,8 deutet auf 
Kontaminationen mit Proteinen hin, während die Ratio bei Kontaminationen mit RNA in 
Richtung 2,0 verschoben ist. Die isolierte DNA wurde bei -20 °C gelagert. 
4.2.3 RNA-Präparation 
Mit Hilfe der Trizol-Chloroform-Extraktion nach Chomczynski & Sacchi wurde die Gesamt-
RNA aus den angereicherten Lymphoblasten isoliert.
55
 Hierzu wurden ~1x10
7 
Zellen mit 
1 ml TRIzol Reagenz (Ambion) versetzt. Das darin enthaltene Guanidiniumthiocyanat lysiert 
die Zellen und inaktiviert RNasen und andere Enzyme, während sich die RNA in dem 
enthaltenem Phenol löst. Gemäß den Herstellerangaben erfolgte die Phasentrennung durch 
Zugabe von 200 µl Chloroform (Sigma-Aldrich) und anschließender Zentrifugation. Dabei 
sammeln sich Proteine in der unteren organischen Phase, DNA in der Interphase und RNA in 
der oberen wässrigen Phase. Zur weiteren Aufreinigung der RNA wurde die wässrige Phase 
entnommen, 1:1 mit 70%igem Ethanol verdünnt und die enthaltene RNA durch selektive 
Adsorption mittels Kieselgelsäulen des RNeasy Mini Kits (Qiagen) extrahiert.
53
 Gemäß den 
Herstellerangaben erfolgten mehrere Waschschritte und die Elution in 50 µl RNase freiem 
Wasser. Anschließend wurde ein vollständiger DNA-Verdau mit Hilfe des DNA-free Kits 
(Ambion) durchgeführt, um eventuell verbliebende DNA-Kontaminationen zu entfernen. 
Die Konzentrationsbestimmung und Qualitätskontrolle der aufgereinigten RNA wurde mit 
Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano Kits (Agilent Technologies) am Bioanalyzer 2100 
(Agilent Technologies) nach Vorgaben des Herstellers durchgeführt. Hierzu wurde 1 µl RNA 
in einem Kapillarsystem mit Gelmatrix elektrophoretisch aufgetrennt.
56
 Die Auswertung 
erfolgte mit der Agilent 2100 Expert Software. Zur Beurteilung der Qualität der RNA dient 
die RNA integrity number (RIN), welche den Grad der Degradierung von RNA klassifiziert.
57
 
Hierbei entspricht eine RIN von 10 RNA höchster Integrität und 0 einer vollständigen 
Degradierung. Um repräsentative Genexpressionsanalysen zu gewährleisten, wurde nur RNA 
mit einer RIN > 7 verwendet.
58
 Die isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert. 
4.2.4 cDNA-Synthese 
Die Synthese der cDNA erfolgte mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
(RT-PCR) unter Verwendung des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits (Thermo 
Scientific) nach dem Protokoll des Herstellers. Hierzu wurden 1000 ng Gesamt-RNA mit 
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Hilfe der M-MuLV Reverse Transkriptase sowie Random Hexamer Primern in cDNA 
umgeschrieben.
59
 Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert. 
4.3 Genexpressionsanalysen 
Zur Untersuchung der Genexpression der initialen Lymphoblasten wurden verschiedene 
Methoden angewandt. Die Analyse der Expression einzelner Gene erfolgte mittels 
quantitativer Real-Time PCR (qPCR) unter Verwendung von cDNA. Für die genomweite 
Untersuchung der Genexpression, die sogenannte Transkriptom-Analyse, wurde RNA mittels 
next-generation-sequencing (NGS)-basierenden Techniken wie massive analysis of cDNA 
ends (MACE) und SuperTag digital gene expression profiling (ST-DGE) analysiert. 
4.3.1 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) 
Die qPCR beruht auf dem Prinzip der klassischen Polymerase-Kettenreaktion zur in vitro 
Vervielfältigung von Nukleinsäuren verbunden mit der Quantifizierung des Amplifikats 
mittels Fluoreszenzmessung während jedes PCR-Zyklus in Echtzeit (real-time).
60
 Hierzu 
wurde der DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I verwendet, welcher 
unspezifisch an die kleine Furche doppelsträngiger DNA bindet.
61,62
 Somit nimmt die Stärke 
des Fluoreszenzsignals proportional zur Menge der entstehenden DNA zu. Die qPCR wurde 
am 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) unter Verwendung der SDS 
v2.3 Software (Applied Biosystems) und des Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Der Reaktionsansatz erfolgte in 
einer MicroAmp Fast 96-Well Mikrotiterplatte (Applied Biosystems) in einem Volumen von 
20 µl. Es wurden entweder 2 µl QuantiTect Primer Assay (Qiagen) oder selbst designte 
Primer (synthetisiert von Invitrogen) in einer finalen Konzentration von je 20 pM eingesetzt. 
Diese spezifischen Oligonukleotide flankieren die zu amplifizierende Gensequenz Intron-
überspannend, um die Amplifikation von genomischer DNA auszuschließen. Eine Übersicht 
der verwendeten Primer ist in der Tabelle 1 dargestellt. Zu jeder Reaktion wurden 2 ng in 
cDNA umgeschriebene RNA hinzugefügt. Jede Probe wurde doppelt bestimmt. Zur 
Qualitätskontrolle der Amplifikation enthielt jede Platte eine Probe ohne cDNA 
(Wasserkontrolle), um mögliche Kontaminationen auszuschließen, sowie eine 
Kalibratorprobe zur Gewährleistung vergleichbarer Ergebnisse. Die Reaktionsbedingungen 
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Tabelle 1: Übersicht der verwendeten qPCR-Primer mit Angabe des entsprechend verwendeten 
Temperaturprofils (siehe Tabelle 2 und 3). 
Gen Transkripte Name des Primer Assays oder 
















































































123 bp #1 / #2 
60-
65 
Abkürzungen: Temp., Temperatur; FW, vorwärts (forward); RV, rückwärts (reverse); bp, Basenpaare.  
*
T, Temperatur der Primerhybridisierung. 
 
Es wurden je nach Assay zwei verschiedene Temperaturprofile verwendet. Der klassische 
PCR-Zyklus (Tabelle 2) besteht aus der wiederholten Abfolge von drei Temperaturschritten: 
der Denaturierung, um die Wasserstoffbrückenbindungen der doppelsträngigen DNA 
aufzutrennen, der Primerhybridisierung, bei der sich die Primer spezifisch an den jeweiligen 
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DNA-Einzelstrang anlagern, und der anschließenden Elongation, bei der die im Master Mix 




Tabelle 2: Temperaturprofil #1 für qPCR. 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 95 °C 15 min 
Denaturierung 95 °C 15 s 
Primerhybridisierung Siehe Tabelle 1 20 s 
Elongation 72 °C 20 s 
Finale Elongation 72 °C 5 min 
 
Das verkürzte Temperaturprofil (Tabelle 3) kombiniert die Primerhybridisierung und 
Elongation in einem Temperaturschritt.  
Tabelle 3: Temperaturprofil #2 für qPCR. 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 95 °C 15 s 
Amplifikation Siehe Tabelle 1 60 s 
 
Je nach Primer wurde die optimale Temperatur für die Primerhybridisierung gewählt, welche 
in der Tabelle 1 aufgelistet ist. 
Es erfolgte eine relative Quantifizierung mit Hilfe einer internen Kontrolle.
66
 Hierbei werden 
die Expressionsergebnisse mit Hilfe eines konstitutiv exprimierten Haushaltsgens 
normalisiert, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA bzw. cDNA 
auszugleichen. Succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA) oder 
Ribosomal protein, large, P1 (RPLP1) wurden als Referenzgen ausgewählt. Die Auswertung 
der qPCR erfolgte mit Hilfe der RQ Manager v1.2.1 Software (Applied Biosystems) unter 
Anwendung der ΔΔCt-Methode.67 Hierbei wird zu Beginn der exponentiellen Phase der PCR 
der cycle treshold (Ct-Wert) bestimmt, welcher den Zyklus angibt, an dem das 
Fluoreszenzsignal erstmalig die unspezifische Hintergrundfluoreszenz signifikant 
überschreitet. Zur Bestimmung des Expressionslevels des Zielgens wird die relative Quantität 
(RQ-Wert) als 2
-ΔΔCt
 berechnet, wobei sich das ΔΔCt aus dem Expressionsunterschied von 
40x 
40x 
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Ziel- und Referenzgen (ΔCt) der Probe normalisiert durch den ΔCt der Kalibratorprobe 
ergibt. 
4.3.2 Transkriptom-Analyse 
Es wurde eine vergleichende genomweite Untersuchung der Genexpression von zwei 
CRLF2-hochexprimierenden Subgruppen mit gepoolter RNA von 17 Patienten mit 
P2RY8/CRLF2-Fusion (P2RY8/CRLF2
+
) und 18 Patienten ohne (P2RY8/CRLF2
-
) 
durchgeführt, um gruppenspezifische Genexpressionsprofile zu identifizieren. Zur 
Validierung der Ergebnisse wurden exemplarisch 11 Kandidatengene mittels qPCR auf 
individueller Patientenebene für 27 Patienten der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe und 27 
Patienten der P2RY8/CRLF2
-
-Subgruppe untersucht (siehe Abschnitt 4.3.1). Der CRLF2-
Hochexpression zugrundeliegenden genetischen Eigenschaften der untersuchten Proben sind 
in Tabelle 4 aufgelistet und die dazugehörigen klinischen Parameter der Patienten sind in der 
Tabelle S1 im Anhang zusammengefasst. Alle untersuchten Patienten waren negativ für die 
bekannten, prognostisch relevanten Translokationen BCR/ABL1, KMT2A/AFF1 und 
ETV6/RUNX1. 
Tabelle 4: CRLF2-bezogene genetische Eigenschaften der Proben für das gepoolte NGS und der 
qPCR-Validierung. 
 P2RY8/CRLF2+ P2RY8/CRLF2- 
NGS-Kohorte (gepoolt)  
P2RY8/CRLF2-Fusion 17 0 
IGH/CRLF2-Translokation 0 4 
Zusätzliche CRLF2-Kopien 0 11 
Unbekannte Aberration 0 3 
Validierungskohorte (qPCR)  
P2RY8/CRLF2-Fusion 27 0 
IGH/CRLF2-Translokation 0 0 
Zusätzliche CRLF2-Kopien 0 21 
Unbekannte Aberration 0 6 
Abkürzungen: NGS, Sequenzierung der nächsten Generation (next-generation-sequencing); qPCR, quantitative 
Real-Time PCR. 
 
Die Transkriptom-Analyse wurde durch die Firma GenXPro GmbH mit zwei NGS-
basierenden Techniken durchgeführt: massive analysis of cDNA ends (MACE)
68
 sowie 
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SuperTag digital gene expression profiling (ST-DGE) auch bekannt als deepSuperSAGE.
69
 
Beide Methoden erlauben eine Sequenzierung des 3‘-Endfragments und erzeugen exakt nur 
ein Fragment pro Transkript, was eine zuverlässige Quantifizierung besonders für selten 





Die Ergebnisse beider Techniken wurden kombiniert und mit Hilfe verschiedener Analyse-
Softwares interpretiert. 
4.3.2.1 Massive Analysis of cDNA Ends (MACE) 
Die genomweite Genexpressionsuntersuchung mittels MACE wurde durch die Firma 
GenXPro GmbH unter Einsatz von je 5 µg gepoolter Gesamt-RNA durchgeführt.
68
 Hierzu 
erfolgte zunächst eine reverse Transkription der polyadenylierten RNA in cDNA mit Hilfe 
von 3‘-biotinylierten Oligo(dT)20-Primern mit anschließender Fragmentierung in 80-500 bp 
durch Sonifikation. Nach Anreicherung der biotinylierten Fragmente über eine Streptavidin-
Matrix wurden diese mittels PCR amplifiziert und schließlich auf einer Illumina HiSeq2000 
Plattform sequenziert. Um PCR-bedingte Kopien im Datensatz zu identifizieren wurde 
GenXPro’s patentierte TrueQuant Technologie angewandt, bei der jedes Molekül vor der 
Amplifikation mit einem einzigartigen Barcode versehen wird.
72
 Nach qualitativer 
Bearbeitung der Rohdaten erfolgte zunächst das Abgleichen der Sequenzen mit der RefSeq 
RNA Datenbank
73
 und anschließend mit dem menschlichen Genom (UCSC, hg19)
74
 unter 
Verwendung der Novoalign Software (http://www.novocraft.com/main/index.php). Zur 
Annotation der genomischen Positionen wurde der RefSeq Annotation Track (UCSC table 
browser)
75
 verwendet. Es erfolgte eine Normalisierung zur Bestimmung der reads assigned 
per million mapped reads (RPM) gemäß nGen/(nTotal x10
6
). Die differentielle Genexpression 
zwischen den beiden CRLF2-hochexprimierenden Subgruppen wurde mit Hilfe des 
DEGseq/Bioconductor R-Packets berechnet. 
76
  Die Bestimmung der false discovery rate 
(FDR) erfolgte nach Benjamini-Hochberg.
77
 Die MACE-Daten sind zugänglich in der 
ArrayExpress-Datenbank
78
 (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) unter der Zugangsnummer 
E-MTAB-4737. 
4.3.2.2 SuperTag Digital Gene Expression Profiling (ST-DGE) 
ST-DGE wurde ebenfalls durch die Firma GenXPro GmbH unter Anwendung der 
patentierten TrueQuant Technologie
72
 durchgeführt. Hierzu wurden je 4 µg gepoolte Gesamt-
RNA nach dem Protokoll von Matsumura et al. analysiert.
69
 Nach reverser Transkription der 
polyadenylierten RNA in cDNA erfolgte die Fragmentierung gezielt mittels der 
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Endonukleasen NlaIII und EcoP15I. Anschließend wurden die biotinylierten Fragmente über 
eine Streptavidin-Matrix angereichert, mittels PCR amplifiziert und schließlich auf einer 
Illumina HiSeq2000 Plattform sequenziert. Die bioinformatische Verarbeitung der Rohdaten 
erfolgte wie in Abschnitt 4.3.2.1 beschrieben.  Die Daten des ST-DGE sind ebenfalls in 
der ArrayExpress-Datenbank
78
 (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) unter der 
Zugangsnummer E-MTAB-4737 zugänglich. 
4.3.2.3 Kombination der MACE- und ST-DGE-Daten 
Die Ergebnisse beider NGS-basierenden Techniken wurden kombiniert, indem nach Genen 
mit signifikant differenzieller Expression (p < 0,001) gefiltert wurde. Außerdem wurden 
Gene ausgeschlossen, die in beiden Methoden keinen ähnlichen Genexpressionsunterschied 
(wenigstens |1,3±0,2| in der log2-Skala) aufwiesen. Somit wurden für die Identifizierung 
differenziell exprimierter Transkripte folgende Kriterien angewandt: 
  i) Signifikanz: 
 MACE oder ST-DGE: p < 0,001 
 ii) Genexpressionsunterschied (fc, fold change): a oder b muss erfüllt sein 
 a) |log2(fcMACE)| > 1,5 und |log2(fcST-DGE)| > 1,1 
 b) |log2(fcMACE)| > 1,1 und |log2(fcST-DGE)| > 1,5 
 
4.3.2.4 Analyse der Transkriptom-Daten 
Für die Interpretation der Genexpressionsdaten wurden verschiedene Analyse-Softwares 
verwendet: 
Zur funktionellen Charakterisierung von Gengruppen wurde der Gene Ontology AnaLyzer 
(GOAL; https://bioinfo.iit.nrc.ca/GOAL) angewandt, welcher sowohl Gene Ontology (GO), 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) als auch Transkriptionsfaktor-
assoziierte Daten integriert.
79
 Die p-Werte wurden nach Benjamini-Hochberg korrigiert und 
signifikante Abweichungen von einer zufälligen Verteilung durch eine FDR ≤ 0,05 angezeigt. 
Es wurden alle signifikant differentiell exprimierten Gene der zwei CRLF2-
hochexprimierenden Subgruppen analysiert. 
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA; http://www.broadinstitute.org/gsea)
80
 dient der 
Identifizierung von überrepräsentierten biologischen Prozessen innerhalb von funktionellen 
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Gen-Sets (C2-Katalog) aus der Molecular Signature Database (MSigDB v3.1; 
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp).
81
 Hierfür wurden die gesamten 
kombinierten NGS-Daten anhand des Genexpressionsunterschieds (fc) geordnet. Als 
Parameter wurden 1000 Permutationen und die Gen-Sets als Permutationstyp gewählt. Ein 
hoch positiver Anreicherungswert (ES; enrichment score) zeigt eine Anreicherung von höher 
exprimierten Genen in einem Gen-Set, während ein hoch negativer ES eine Anreicherung 
von niedriger exprimierten Genen kennzeichnet. Die GSEA-Ergebnisse wurden entsprechend 
des nominalen p-Werts (< 0,05) und der FDR (≤ 0,25) bewertet. 
Außerdem wurden mittels Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING v9.1; 
http://string-db.org) potentielle Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke erstellt.
82,83
 Hierbei 
wurde innerhalb der Liste der signifikant differentiell exprimierten Gene nach bekannten und 
vorhergesagten Protein-Interaktionen gesucht, welche in einem Netzwerk visualisiert und 
durch Anwendung verschiedener Algorithmen geclustert werden konnten. Die Interaktionen 
schlossen sowohl direkte (physikalische) als auch indirekte (funktionelle) Assoziationen ein 
und wurden durch die Berechnung eines Konfidenz-Scores bewertet. 
Die Connectivity Map (CMAP; https://portals.broadinstitute.org/cmap) Datenbank wurde 
genutzt für ein in silico Wirkstoff-Screening.
84,85
 Krankheitsassoziierte Genexpressionsprofile 
werden hierbei verknüpft mit entsprechenden Genexpressionsänderungen, verursacht durch 
die Behandlung von kultivierten humanen Zellen mit verschiedenen Wirkstoffen. Dadurch 
können potentielle Wirkstoffe identifiziert werden, welche dem Rezidiv-assoziierten 
Genexpressionsprofil entgegenwirken. Der Konnektivitätswert (CS; connectivity score) von 
+1 bis -1 repräsentiert die Korrelation zwischen diesem Genexpressionsprofil mit einer 
bestimmten Signatur der CMAP Datenbank. Ein hoch positiver Wert kennzeichnet einen 
Wirkstoff, der dieses Genexpressionsprofil induziert, während ein Wirkstoff mit hoch 
negativem Wert dieses Genexpressionsmuster supprimiert. Potentielle Wirkstoffe wurden 
identifiziert mit einem p-Wert < 0,05 und einem Konnektivitätswert von < -0,9. 
4.4 Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion 
Für die Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion verursachenden PAR-Deletion gibt es 
verschiedene Methoden, welche sich in ihrer Sensitivität unterscheiden. Es wurden drei 
gebräuchliche Methoden getestet und hinsichtlich verschiedener Aspekte verglichen: RT-
PCR, genomische PCR und die multiplexe ligationsabhängige Sondenamplifikation (MLPA, 
multiplex ligation-dependent probe amplification). 
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4.4.1 RT-PCR 
Zum Nachweis der P2RY8/CRLF2-Fusion mittels RT-PCR wurden 5 ng in cDNA 
umgeschriebene RNA unter Verwendung der HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) gemäß 
den Herstellerangaben im Thermocycler (Eppendorf) amplifiziert. Der Reaktionsansatz 
erfolgte in einer 96-Multiply PCR-Platte (Sarstedt) in einem Volumen von 20 µl. Es wurden 
folgende von Hertzberg et al. publizierte Primer (Invitrogen) in einer finalen Konzentration 
von je 20 pM eingesetzt: P2RY8F01: 5‘-CACGAACACCTTCTCAAGCA-3‘; CRLF2R03: 
5‘-GGTAGTTGGTGCACTGGTCA-3‘.44 Es wurde folgendes Temperaturprofil verwendet: 
Tabelle 5: Temperaturprofil für RT-PCR. 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 95 °C 15 min 
Denaturierung 95 °C 30 s 
Primerhybridisierung 55 °C 30 s 
Elongation 72 °C 60 s 
Finale Elongation 72 °C 10 min 
Kühlung 10 °C ∞ 
 
Zur Qualitätskontrolle der Amplifikation enthielt jeder PCR-Ansatz eine Probe ohne cDNA 
(Wasserkontrolle), um mögliche Kontaminationen auszuschließen, sowie eine Patientenprobe 
mit bekannter P2RY8/CRLF2-Fusion (Positivkontrolle). 
Die Detektion des amplifizierten P2RY8/CRLF2-Fusionstranskripts erfolgte mittels des 
hochauflösenden Kapillarelektrophorese Systems QIAxcel (Qiagen) unter Verwendung des 
QX Size Markers 50 – 800 bp (Qiagen) als Längenstandard entsprechend den Hersteller-
angaben. Das erwartete PCR-Produkt mit 390 bp Länge ist nur bei vorhandener PAR-
Deletion zu detektieren. 
4.4.2 PCR mittels genomischer DNA 
Die Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion mittels genomischer PCR (gPCR) erfolgte nach 
dem Protokoll von Morak et al.
49
 Hierzu wurden je 100 ng genomische DNA unter 
Verwendung der Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymersae (Thermo Scientific) 
entsprechend den Herstellerangaben im Thermocycler (Eppendorf) amplifiziert. Der 
35x 
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Reaktionsansatz erfolgte in einer 96-Multiply PCR-Platte (Sarstedt) in einem Volumen von 
20 µl. Um die verschiedenen Bruchpunkte beider Fusionspartner abzudecken, erfolgten drei 
PCR-Ansätze mit verschiedenen Primer-Kombinationen, welche in Tabelle 6 angegeben sind. 
Die Primer (Invitrogen) wurden in einer finalen Konzentration von je 10 pM eingesetzt. 
Tabelle 6: Primer-Kombinationen für die Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion und 
Identifikation der Bruchpunkte der Fusionspartner mittels gPCR. 
CRLF2 Primer
 


































Abkürzungen: BP, Bruchpunkt; FW, vorwärts (forward); RV, rückwärts (reverse); bp, Basenpaare. 
 
Zur Qualitätskontrolle der Amplifikation enthielt jeder PCR-Ansatz eine Probe ohne DNA 
(Wasserkontrolle), um mögliche Kontaminationen auszuschließen, sowie eine Patientenprobe 
mit bekannter P2RY8/CRLF2-Fusion (Positivkontrolle). Es wurde folgendes 
Temperaturprofil verwendet: 
Tabelle 7: Temperaturprofil für genomische PCR. 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 98 °C 30 s 
Denaturierung 98 °C 10 s 
Primerhybridisierung 68 °C 30 s 
Elongation 72 °C 2 min 
Finale Elongation 72 °C 10 min 
Kühlung 10 °C ∞ 
 
Die Detektion des amplifizierten P2RY8/CRLF2-Fusionstranskripts erfolgte mittels des 
hochauflösenden Kapillarelektrophorese Systems QIAxcel (Qiagen) unter Verwendung des 
QX Size Markers 100 bp – 2,5 kb (Qiagen) als Längenstandard entsprechend den Hersteller-
35x 
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angaben. Die Länge der erwarteten PCR-Produkte entsprechend der jeweiligen Bruchpunkte 
der Fusionspartner ist in der Tabelle 6 aufgelistet. 
4.4.3 Multiplexe ligationsabhängige Sondenamplifikation (MLPA) 
Die P2RY8/CRLF2-Fusion kann auch durch die Detektion der Deletion von CSFRA und 
IL3RA identifiziert werden. Dazu wurde die multiplexe ligationsabhängige Sonden-
amplifikation (MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification) unter Verwendung 
des SALSA MLPA P335 ALL-IKZF1 Kit (MRC-Holland) gemäß den Herstellerangaben 
durchgeführt.
86
 Zusätzlich wird auch SHOX, CRLF2 und P2RY8 der pseudoautosomalen 
Region 1 (PAR1) abgedeckt. Außerdem enthält das Kit auch Sonden für jedes der 8 Exons 
von IKZF1 sowie ausgewählte Exons von EBF1, JAK2, CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1 und 
RB1. Die MLPA-Analyse wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Martin Stanulla 
(Medizinische Hochschule Hannover; MHH) unter Einsatz von 100 ng genomischer DNA am 
3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems) durchgeführt. Für die Datenanalyse wurde die 
Coffalyser.Net Software verwendet. Die relative Kopienzahl wurde berechnet durch interne 
Normalisierung mittels 13 Kontrollsonden des Kits sowie durch externe Normalisierung 
mittels Kontrollproben (DNA von gesunden Spendern). Eine Ratio von 1±0,3 repräsentiert 
eine normale Kopienzahl von 2, eine Ratio von weniger als 0,7 oder 0,3 identifiziert 
heterozygote bzw. homozygote Deletionen, während eine Ratio von mehr als 1,3 zusätzliche 
Kopien anzeigt. 
4.5 Quantifizierung der P2RY8/CRLF2-Fusion 
Die genomische P2RY8/CRLF2-Fusion wurde mittels qPCR quantifiziert, um die 
entsprechende Klongröße zu bestimmen.
49
 Es erfolgte eine absolute Quantifizierung mit Hilfe 





einer Patientenprobe mit einem Hauptklon von nahezu 100%. Die Fluoreszenzmessung 
erfolgte durch die Verwendung einer Hydrolyse-Sonde (TaqMan-PCR).
87
 Diese Sonde ist ein 
spezifisches Oligonukleotid, welches am 5‘-Ende einen Quencher (TAMRA, 
Carboxytetramethylrhodamin) und am 3‘-Ende einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (FAM, 
6-FAM-phosphoramidit) trägt. Die Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors wird bei intakten 
TaqMan-Sonden durch den Quencher mittels strahlungsfreier Energieübertragung (FRET, 
Förster-Resonanzenergietransfer) unterdrückt. Während eines PCR-Zyklus hybridisiert die 
Sonde an den komplementären DNA-Strang. Die im Master Mix enthaltene Taq-Polymerase 
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hydrolysiert auf Grund ihrer 5'-3'-Exonucleaseaktivität während der Synthese des 
Gegenstranges das 5'-Ende der Sonde. Die Fluoreszenz des Reporters wird nun nicht mehr 
durch den Quencher gelöscht und kann gemessen werden. Die qPCR wurde am 7900HT Fast 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) unter Verwendung der SDS 2.3 Software 
(Applied Biosystems) und des TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 
gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Der Reaktionsansatz erfolgte in einer MicroAmp 
Fast 96-Well Mikrotiterplatte (Applied Biosystems) in einem Volumen von 20 µl. 
Entsprechend den mittels genomischer PCR ermittelten Bruchpunkten der Fusionspartner 
wurden folgende Primer-Sonde-Kombinationen verwendet: 
Tabelle 8: Primer-Sonde-Kombinationen für die Quantifizierung der genomischen 
P2RY8/CRLF2-Fusion mittels TaqMan-PCR. 
CRLF2 P2RY8
 









































































Abkürzungen: BP, Bruchpunkt; FW, vorwärts (forward); RV, rückwärts (reverse). 
*
T, Temperatur der Primerhybridisierung. 
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Die Primer (Invitrogen) wurden in einer finalen Konzentration von je 10 pM und die Sonde 
(Eurofins) in einer finalen Konzentration von 5 pM eingesetzt. Zu jeder Reaktion wurden 
100 ng DNA hinzugefügt. Jede Probe wurde doppelt bestimmt. Zur Qualitätskontrolle der 
Amplifikation enthielt jede Platte eine Probe ohne DNA (Wasserkontrolle), um mögliche 
Kontaminationen auszuschließen, sowie eine Patientenprobe mit bekannter P2RY8/CRLF2-
Fusion und entsprechender Bruchpunkt-Kombination (Positivkontrolle). Es wurde folgendes 
Temperaturprofil verwendet: 
Tabelle 9: Temperaturprofil für TaqMan-PCR. 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 95 °C 15 s 
Amplifikation Siehe Tabelle 8 60 s 
 
Je nach Primer-Sonde-Kombination wurde die optimale Temperatur für die Primer-
hybridisierung gewählt, welche in der Tabelle 8 aufgelistet ist. 
4.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an Interphase-Zellkernen zur Identifizierung von 
bestimmten genetischen Aberrationen wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Reiner 
Siebert durchgeführt.
88
 Hierbei werden Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sonden verwendet, 
welche über Basenpaarung an die nachzuweisende Nukleinsäure hybridisieren. Mit Hilfe der 
Shandon Cytospin 3 Zytozentrifuge (Thermo Scientific) wurden zunächst Zytospins von 
kryokonservierten mononukleären Zellen hergestellt. Diese wurden zuvor aufgetaut und mit 
PBS-Puffer gewaschen. Die Vorbehandlung der Zellen, die Hybridisierung, die 
Waschschritte und die Bewertung der Objektträger erfolgten nach dem Protokoll von Ventura 
et al. 89 Die Detektion von zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens sowie die Identifizierung 
von Bruchpunkten innerhalb des CRLF2-Lokus wurde gemäß dem Protokoll von Russel et al. 
durchgeführt.
45
 Zur Untersuchung von potentiellen Bruchpunkten oder Imbalancen des IGH-
Lokus wurde die Vysis LSI IGH Dual Color Break Apart Rearrangement Sonde (Abbott) 
verwendet. In Fällen mit IGH- und CRLF2-Bruch wurde anschließend eine IGH/CRLF2-
Fusionssonde verwendet, um die Translokation zu bestätigen. Fälle mit CRLF2-Bruch ohne 
IGH-Bruch wurden zusätzlich nach potentiellen Bruchpunkten des IGL- oder IGK-Lokus 
entsprechend dem Protokoll von Martin-Subero et al. untersucht.
90
 Die FISH-Signale wurden 
55x 
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mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Zeiss) mit entsprechenden Filtern (AHF) bewertet. 
Die Dokumentation der Hybridisierungen erfolgte unter Verwendung des digitalen 
Bildbearbeitungssystems ISIS (Metasystems). 
4.7 Hochauflösende Schmelzkurvenanalyse (HRM) 
Zur Identifizierung von Mutationen in bestimmten Genregionen wurde die Hochauflösende 
Schmelzkurvenanalyse (HRM, high resolution melting) angewandt.
91
 Diese Methode nutzt 
den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I, um das Aufschmelzen von 
PCR-Produkten zu detektieren.
61
 Da die jeweilige Schmelztemperatur von der DNA-Sequenz 
des Amplikons abhängig ist, können so kleinste Abweichungen in der Sequenz identifiziert 
werden. Die HRM-Analyse wurde am LightCycler 480 Instrument (Roche Diagnostics) unter 
Verwendung der LightCycler 480 GeneScanning 1.5.1 Software und des High Resolution 
Melting Master Mix (Roche Diagnostics) gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Der 
Reaktionsansatz erfolgte in einer LightCycler® 480 96-Multiwell Mikrotiterplatte (Roche 
Diagnostics) in einem Volumen von 20 µl. Es wurden folgende Primer (Invitrogen) in einer 
finalen Konzentration von je 4 pM eingesetzt: 
Tabelle 10: Übersicht der verwendeten HRM-Primer mit Angabe der entsprechend eingesetzten 
Magnesiumchlorid-Konzentration. 
Gen Exon










3,5 mM 53 
Abkürzungen: Konz., Konzentration; MgCl2, Magnesiumchlorid; FW, vorwärts (forward); RV, rückwärts 
(reverse); mM, Millimolar. 
*
T, Temperatur der Primerhybridisierung. 
 
Zu jeder Reaktion wurden 20 ng DNA hinzugefügt. Zur Qualitätskontrolle der Amplifikation 
enthielt jede Platte eine Probe ohne DNA (Wasserkontrolle), um mögliche Kontaminationen 
auszuschließen. Als Wildtyp-Referenz wurde DNA eines Pools mononukleären Zellen des 
peripheren Bluts von gesunden Spendern verwendet und DNA eines Patienten mit bekannter 
R683G JAK2-Mutation oder F232C CRLF2-Mutation als Positivkontrolle. Es wurde 
folgendes Temperaturprofil verwendet:  
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Tabelle 11: Temperaturprofil für HRM. 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 98 °C 10 s 
Primerhybridisierung Siehe Tabelle 10 10 s 
Elongation 72 °C 15 s 
Denaturierung 95 °C 60 s 
Abkühlung 40 °C 60 s 
Schmelzanalyse 60 °C - 95 °C + 0,02 °C/s 
 
Je nach Primer wurde die optimale Temperatur für die Primerhybridisierung gewählt, welche 
in der Tabelle 10 aufgelistet ist.  
Alle PCR-Produkte mit einer abweichenden Schmelzkurve wurden anschließend durch die 
Firma GATC sequenziert. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte mit Hilfe der BioEdit 
v7.1.3.0 Software. 
4.8 Statistische Analysen 
Zur Bewertung prognostischer Relevanz wurden Überlebenszeitanalysen nach Kaplan-
Meier
92
 durchgeführt und Unterschiede mittels Log-rank-Test
93
 verglichen. Das ereignisfreie 
Überleben (EFS, event free survival) wurde berechnet vom Tag der Diagnose bis zur letzten 
Nachuntersuchung oder bis zum ersten Ereignis. Hierbei wurde eine unvollständige 
Remission als Ereignis an Tag 0 definiert. Außerdem wurde ein Rezidiv, ein Zweitmalignom 
oder der Tod durch jegliche Ursache als Ereignis gewertet. Das Gesamtüberleben wurde 
berechnet vom Tag der Diagnose bis zum Tod jeglicher Ursache oder bis zur letzten 
Nachuntersuchung unabhängig von anderen Ereignissen. Die kumulative Rezidivinzidenz 
(CIR, cumulative incidence of relapse) wurde nach der Methode von Kalbfleisch und 
Prentice
94
 berechnet und Unterschiede mittels Gray-Test
95
 verglichen, um die Bedeutung von 
Rezidiven für das EFS beurteilen zu können. 
Für den Vergleich von Patientengruppen hinsichtlich klinischer und biologischer Parameter 
wurden der χ2-Test und der Exakte Fisher-Test verwendet. Multivariable Analysen erfolgten 
mittels der Cox-Regression.
96
 Abhängig von der Verteilung der Variablen wurden 
Korrelationsanalysen durch die Berechnung von Kontingenztafeln, des Pearson- oder 
45x 
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Spearman-Korrelationskoeffizienten durchgeführt. Genexpressionsunterschiede zwischen 
Patientengruppen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test verglichen.
97
 Ergebnisse mit 
einem p-Wert < 0,05 wurden als signifikant betrachtet. Die statistische Analyse der Daten 
erfolgte unter Verwendung der IBM SPSS Statistics v22 Software. 
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5. Ergebnisse 
5.1 Molekulare Charakterisierung der ALL im Kindesalter mit 
hoher CRLF2-Genexpression 
Dieser Teil der Arbeit wurde bereits unter dem Titel „Molecular characterization of acute 
lymphoblastic leukemia with high CRLF2 gene expression in childhood“ in Pediatric, Blood 
and Cancer (2017;64:e26539.) publiziert und ist im Anhang beigefügt (siehe 8.2). Die 
umfassende Charakterisierung der ALL im Kindesalter mit hoher CRLF2-Genexpression 
erfolgte sowohl auf molekularer Ebene als auch in Bezug auf klinische Parameter. Hierzu 
wurden prospektiv in einem Zeitraum von vier Jahren die CRLF2-Genexpression sowie das 
Vorhandensein der P2RY8/CRLF2-Fusion für 1105 Patienten erfasst, welche im Rahmen der 
laufenden AIEOP-BFM ALL 2009 Studie diagnostiziert und behandelt wurden, und für die 
die erforderliche Einverständniserklärung sowie Material vorhanden waren. 
5.1.1 Hohe CRLF2-Genexpression in der T-ALL 
Für die T-ALL wurde gemäß Palmi et al. eine hohe CRLF2-Genexpression als mindestens 
das 5-fache mediane Expressionslevel definiert.
37
 Eine hohe CRLF2-Genexpression wurde 
für 26 von 178 (14,6%) Patienten mit einer T-ALL detektiert (siehe Abbildung 7). Ein 
Vergleich der klinischen Parameter der T-ALL Patienten mit hoher oder niedriger CRLF2-
Genexpression ist in der Tabelle 12 zusammengefasst. 
 
Abbildung 7: Verteilung der CRLF2-Genexpression der Patienten mit T-ALL. Die CRLF2-
Genexpression wurde mittels qPCR analysiert und als relative Quantität (RQ) nach der ΔΔCt-
Methode bestimmt. Die rote Linie differenziert die Patienten mit hoher (oberhalb) von denen mit 
niedriger (unterhalb) CRLF2-Genexpression. 
Ergebnisse  34 









Anzahl Patienten (%) 152 (85,4) 26 (14,6) 
 
178 (100) 
Alter in Jahren (%) 






























178 (100)  
0 (0) 
Initiale WBC/µl (%) 
< 10.000 
10.000 - < 50.000 
























































































































Abkürzungen: WBC, Leukozyten (white blood cells); ZNS, Zentrales Nervensystem; FCM, Durchflusszytometrie (flow 
cytometry); MRD, Minimale Resterkrankung (minimal residual disease); PCR, Polymerase-Kettenreaktion. 
aExakter Fisher-Test zum Vergleich der Gruppen mit niedriger oder hoher CRLF2-Genexpression. 
bGut: < 1.000 leukämische Blasten/µl an Therapietag 8; Schlecht: > 1.000 /µl. 
cRisikostratifizierung mittels FCM-MRD an Therapietag 15; Nicht-Hochrisiko: < 10% Blasten; Hochrisiko: ≥ 10% Blasten. 
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dRisikostratifizierung mittels PCR-MRD an Therapietag 33 und 78; Standardrisiko: MRD-negativ an Tag 33 und Tag 78; 
Mittleres Risiko: MRD-positiv an Tag 33 und/oder Tag 78, und MRD-Last < 10-3 an Tag 78; Hochrisiko: MRD-Last ≥ 10-3 
an Tag 78. 
 
Alle 178 Patienten waren negativ für die P2RY8/CRLF2-Fusion. Es wurden keine 
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Alters der Patienten bei der Diagnose, des 
Geschlechts, der initialen Leukozytenzahl (WBC, white blood cells) oder der Beteiligung des 
zentralen Nervensystems (ZNS) beobachtet. Die Hälfte der Patienten mit einer hohen 
CRLF2-Genexpression waren zu einer frühen T-ALL mit geringem Differenzierungsgrad 
(1/26 [4%] pro-T-ALL; 12/26 [46%] prä-T-ALL) zugehörig, während drei Viertel der 
Patienten mit niedriger CRLF2-Genexpression zur intermediären (91/152 [60%]) oder reifen 
T-ALL (20/152 [13%]) gehörten. Die meisten T-ALL Patienten mit hoher CRLF2-
Genexpression zeigten ein schlechtes Ansprechen auf Prednison (PPR, Prednisone poor 
response) im Vergleich zu denen mit niedriger CRLF2-Genexpression (16/26 [62%] vs. 
53/152 [35%]; p = 0,02). Durch die Messung der minimalen Resterkrankung (MRD, minimal 
residual disease) mittels Durchflusszytometrie (FCM, flow cytometry) am Therapietag 15 
wurden die meisten T-ALL Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression in die 
Hochrisikogruppe (HR) stratifiziert (16/26 [62%] vs. 35/152 [23%]; p < 0,001). Somit 
wurden insgesamt 21 der 26 (81%) T-ALL Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression final 
in den HR-Therapiezweig stratifiziert im Vergleich zu den T-ALL Patienten mit niedriger 
CRLF2-Genexpression (63/152 [41%]; p < 0,001). 
Da die Zeit der Nachuntersuchung noch zu kurz ist, um abschließende Aussagen hinsichtlich 
des Therapieerfolgs zu treffen, können an dieser Stelle nur vorläufige Ergebnisse präsentiert 
werden. In der Abbildung 8 ist die Überlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier dargestellt. 
T-ALL Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression hatten eine um 15% niedrigere 
Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben in fünf Jahren nach der Diagnose im 
Vergleich zu Patienten mit niedriger CRLF2-Genexpression (pEFS: 0,73 vs. 0,88; p = 0,093). 
Aufgrund der kleinen Fallzahl in der Gruppe mit hoher CRLF2-Genexpression war der 
Unterschied jedoch nicht signifikant. Ebenso konnte bei der Berechnung der kumulativen 
Rezidivinzidenz (siehe Abbildung 9) kein signifikanter Unterschied ermittelt werden, obwohl 
die Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv innerhalb von fünf Jahren nach der Diagnose zu erleiden 
fast doppelt so hoch ist für T-ALL Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression im Vergleich 
zu Patienten mit niedriger CRLF2-Genexpression (CRI: 0,08 vs. 0,15; p = 0,48). 
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Abbildung 8: Überlebenskurven und 5-Jahres EFS-Rate für Patienten mit T-ALL entsprechend 
des CRLF2-Genexpressionslevels. Die Überlebenszeitanalyse für T-ALL Patienten mit niedriger 
(blau) und hoher (rot) CRLF2-Genexpression erfolgte nach Kaplan-Meier. Signifikante Unterschiede 
(p < 0,05) wurden mit Hilfe des Log-rank-Tests beurteilt. Abkürzungen: pEFS, Wahrscheinlichkeit 




Abbildung 9: Kumulative Rezidivinzidenz für Patienten mit T-ALL entsprechend des CRLF2-
Genexpressionslevels. Die Berechnung der 5-Jahres CRI für T-ALL Patienten mit niedriger (blau) 
und hoher (rot) CRLF2-Genexpression erfolgte nach der Methode von Kalbfleisch und Prentice. 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit Hilfe des Gray-Tests beurteilt. Abkürzungen: CRI, 
kumulative Rezidivinzidenz (cumulative incidence of relapse); SE, Standardfehler (standard error); 
n, Anzahl. 
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5.1.2 Inzidenz hoher CRLF2-Genexpression und deren zugrunde liegenden 
genetischen Aberrationen in der pB-ALL 
Eine hohe CRLF2-Genexpression wurde in 91 von 927 (9,8%) Patienten mit pB-ALL 
detektiert (siehe Abbildung 10), welche gemäß Cario et al. als ein wenigstens 20-faches 




Abbildung 10: Verteilung der CRLF2-Genexpression der Patienten mit pB-ALL. Die CRLF2-
Genexpression wurde mittels qPCR analysiert und als relative Quantität (RQ) nach der ΔΔCt-
Methode bestimmt. Die rote Linie trennt die Patienten mit hoher (oberhalb) oder niedriger (unterhalb) 
CRLF2-Genexpression. 
 
Prognostisch relevante Translokationen wie BCR/ABL1, KMT2A/AFF1 oder ETV6/RUNX1 
waren in den Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression, mit Ausnahme eines Patienten mit 
ETV6/RUNX1-Fusion, nicht vorhanden. 
Die P2RY8/CRLF2-Fusion wurde mittels RT-PCR in 52 von 927 (5,6%) pB-ALL Patienten 
identifiziert: in 44 von 91 (48,3%) Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression und in 8 von 836 
(1%) Fällen mit niedriger CRLF2-Genexpression (0,1- bis 6-faches medianes 
Expressionslevel). Mit Hilfe der MLPA-Analyse wurde die P2RY8/CRLF2-Fusion in 29 der 
44 (66%) mittels RT-PCR positiven Fällen detektiert.  
Zur weiteren Charakterisierung der pB-ALL mit hoher CRLF2-Genexpression ohne 
P2RY8/CRLF2-Fusion wurden 41 Fusions-negative Fälle mittels FISH untersucht. In 17 von 
91 (17,6%) Fällen wurde die hohe CRLF2-Genexpression durch eine IGH/CRLF2-
Translokation verursacht und in 18 von 91 (19,8%) Fällen war sie mit zusätzlichen Kopien 
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des CRLF2-Gens assoziiert. Für 15 dieser 18 Fälle waren Informationen zur Ploidie 
verfügbar, von denen 14 eine hohe Hyperploidie (DI ≥ 1,16) aufwiesen. Für 7 von 91 (7,7%) 
Fällen scheint die hohe CRLF2-Genexpression einem anderen bis jetzt noch unbekannten 
Mechanismus zu unterliegen, da alle negativ waren für die P2RY8/CRLF2-Fusion, 
IGH/CRLF2-Translokation und zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens. Zwei dieser Fälle 
hatten zwar einen Bruchpunkt im CRLF2-Gen, aber weder einen Bruchpunkt im IGH- noch 
IGK- oder IGL-Lokus. Die Ursache der hohen CRLF2-Genexpression bei 8 der 91 (8,8%) 
Fälle konnte nicht untersucht werden, da keine Zellen zur FISH-Analyse zur Verfügung 
standen. Die Verteilung der hohen CRLF2-Genexpression zugrundeliegenden genetischen 
Aberrationen in Patienten mit pB-ALL der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie ist in der 
Abbildung 11 zusammengefasst.  
 
Abbildung 11: Übersicht der pB-ALL Subgruppen mit hoher CRLF2-Genexpression. Inzidenz 
der zugrundeliegenden genetischen Aberrationen der hohen CRLF2-Genexpression in Patienten mit 
pB-ALL der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie. Abkürzung: N.A., nicht analysiert mittels FISH. 
 
Die CRLF2-Genexpressionslevel der Subgruppen mit hoher CRLF2-Genexpression sind in 
der Abbildung 12 dargestellt: Fälle mit IGH/CRLF2-Translokation zeigten das signifikant 
höchste CRLF2-Genexpressionslevel (medianer RQ = 250-fach über dem Gesamtmedian) 
verglichen mit den Fällen mit P2RY8/CRLF2-Fusion (medianer RQ = 100-fach über dem 
Gesamtmedian; p < 0,001) oder zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens (medianer RQ = 40-
fach über dem Gesamtmedian; p < 0,0001). 
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Abbildung 12: Verteilung der Genexpressionslevel der verschiedenen Subgruppen mit hoher 
CRLF2-Genexpression. Die CRLF2-Genexpression wurde mittels qPCR analysiert und als relative 
Quantität (RQ) nach der ΔΔCt-Methode bestimmt. Die vertikalen Linien zeigen das Minimum und 
das Maximum, die horizontalen Abgrenzungen der Boxen das erste und dritte Quartil, die dicke 
schwarze Linie in der Mitte der Box den Median der Daten. Punkte repräsentieren Ausreißer und 
Sterne Extremwerte. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der Genexpression wurden mit Hilfe des 
Mann-Whitney-U-Tests beurteilt. Abkürzung: N.A., nicht analysiert mittels FISH. 
 
5.1.3 Klinische Charakteristika der pB-ALL mit hoher CRLF2-
Genexpression 
Die klinischen Charakteristika der pB-ALL Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression 
unterteilt in die verschiedenen Subgruppen sind in der Tabelle 13 zusammengefasst. Es 
wurden keine Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts, der initialen Leukozytenzahl (WBC, 
white blood cells) oder der Beteiligung des zentralen Nervensystems (ZNS) zwischen den 
Subgruppen beobachtet. 16 der 25 (64%) Patienten mit Down-Syndrom (DS) zeigten eine 
hohe CRLF2-Genexpression. Für 13 dieser 16 (81%) DS-Patienten wurde die hohe CRLF2-
Genexpression durch die P2RY8/CRLF2-Fusion verursacht und nur für 3 von 16 (19%) durch 
die IGH/CRLF2-Translokation. Patienten mit P2RY8/CRLF2-positiver pB-ALL waren 
signifikant jünger bei der Diagnose mit einem medianen Alter von 3 Jahren verglichen mit 
den Patienten mit IGH/CRLF2-Translokation mit einem medianen Alter von 14 Jahren 
(p < 0,0001). Die Verteilung des Alters der Patienten bei der Diagnose ist in Abbildung 13 
dargestellt.  
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Abbildung 13: Verteilung des Alters der Patienten bei der Diagnose der pB-ALL Subgruppen 
mit hoher CRLF2-Genexpression. Die vertikalen Linien zeigen das Minimum und das Maximum, 
die horizontalen Abgrenzungen der Boxen das erste und dritte Quartil, die dicke schwarze Linie in der 
Mitte der Box den Median der Daten. Punkte repräsentieren Ausreißer und Sterne Extremwerte. 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Subgruppen hinsichtlich des Alters bei der 
Diagnose wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests beurteilt. Abkürzung: N.A., nicht analysiert 
mittels FISH. 
 
Unabhängig von der genetischen Aberration zeigten fast alle pB-ALL Patienten (89/91, 98%) 
mit hoher CRLF2-Genexpression ein gutes Ansprechen auf Prednison. Die meisten Patienten 
mit der P2RY8/CRLF2-Fusion wurden mit Hilfe des MRD-Monitorings mittels PCR als 
Nicht-HR stratifiziert (MRD-SR: 15/44, 34%; MRD-MR: 22/44, 50%), genauso wie die 
Patienten mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens (MRD-SR: 8/18, 44%; MRD-MR: 9/18, 
50%). Somit wurden die meisten Patienten mit der P2RY8/CRLF2-Fusion final in den 
Standardrisiko- (SR: 16/44, 36%) oder mittleres Risiko- (MR: 21/44, 48%) Therapiezweig 
stratifiziert, ebenso die Patienten mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens (SR: 8/18, 44%; 
MR: 8/18, 44%). Im Gegensatz hierzu waren 8 von 16 (50%) Patienten mit IGH/CRLF2-
Translokation mittels PCR hoch MRD-positiv (≥ 10-3) an Therapietag 33 und hatten immer 
noch eine messbare MRD (<10
-3
) an Therapietag 78. Dieses langsame Therapieansprechen ist 
als MRD-slow early responder (SER) definiert, welches in der aktuellen AIEOP-BFM ALL 
2009 Studie ein neues HR-Kriterium ist. 
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Tabelle 13: Vergleich der klinischen Parameter der pB-ALL Patienten mit hoher CRLF2-
Genexpression gruppiert nach der zugrundeliegenden genetischen Aberration. 
 pB-ALL mit hoher CRLF2-Genexpression 
 P2RY8/CRLF2 IGH/CRLF2 CRLF2-Kopien
 
Unbekannt N.A. Gesamt 
Anzahl Patienten (%) 44 (48,3) 16 (17,6) 18 (19,8) 7 (7,7) 6 (6,6) 91 (100) 
Alter in Jahren (%) 
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Abkürzungen: N.A., nicht analysiert mittels FISH; WBC, Leukozyten (white blood cells); ZNS, Zentrales Nervensystem; 
FCM, Durchflusszytometrie (flow cytometry); MRD, Minimale Resterkrankung (minimal residual disease); PCR, 
Polymerase-Kettenreaktion; SER, langsames Therapieansprechen (slow early responder). 
aGut: < 1.000 leukämische Blasten/µl an Therapietag 8; Schlecht: > 1.000 /µl. 
bRisikostratifizierung mittels FCM-MRD an Therapietag 15; Nicht-Hochrisiko: < 10% Blasten; Hochrisiko: ≥ 10% Blasten. 
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cRisikostratifizierung mittels PCR-MRD an Therapietag 33 und 78; Standardrisiko: MRD-negativ an Tag 33 und Tag 78; 
Mittleres Risiko: MRD-positiv an Tag 33 und/oder Tag 78, und MRD-Last < 10-3 an Tag 78; SER: MRD-Last ≥ 10-3 an 
Tag33 und < 10-3 an Tag 78; Hochrisiko: MRD-Last ≥ 10-3 an Tag 78. 
 
Da die Zeit der Nachuntersuchung noch zu kurz ist, um abschließende Aussagen hinsichtlich 
des Therapieerfolgs zu treffen, können an dieser Stelle nur vorläufige Ergebnisse präsentiert 
werden. Die Überlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier wurde für die drei pB-ALL 
Subgruppen mit hoher CRLF2-Genexpression durchgeführt, bei denen die zugrundeliegende 
genetische Aberration bekannt ist. Die entsprechenden Überlebenskurven unter Angabe der 
5-Jahres EFS-Rate sind in der Abbildung 14 dargestellt. 
 
Abbildung 14: Überlebenskurven und 5-Jahres EFS-Rate für pB-ALL Patienten mit hoher 
CRLF2-Genexpression entsprechend der zugrundeliegenden genetischen Aberration. Die 
Überlebenszeitanalyse für pB-ALL Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion (blau), IGH/CRLF2-
Translokation (rot) und zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens (grün) erfolgte nach Kaplan-Meier. 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit Hilfe des Log-rank-Tests beurteilt. Abkürzungen: 
pEFS, Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens (probabilty of event free survival); SE, 
Standardfehler (standard error); n, Anzahl. 
 
Besonders auffällig ist, dass für Patienten mit IGH/CRLF2-Translokation die 
Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben in fünf Jahren nach der Diagnose 
lediglich 48% beträgt im Vergleich zur sehr guten Prognose der Patienten mit zusätzlichen 
Kopien des CRLF2-Gens (pEFS: 0,48 vs. 1; p = 0,0006). Patienten mit P2RY8/CRLF2-
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Fusion haben hingegen eine um 22% niedrigere Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies 
Überleben in fünf Jahren nach der Diagnose im Vergleich zu Patienten mit zusätzlichen 
Kopien des CRLF2-Gens (pEFS: 0,78 vs. 1; p = 0,042). Auch der Unterschied zwischen der 
5-Jahres EFS-Rate der P2RY8/CRLF2- und der IGH/CRLF2-Subgruppe ist signifikant (pEFS: 
0,78 vs. 0,48; p = 0,016). Um festzustellen, ob die niedrige EFS-Rate der P2RY8/CRLF2- und 
der IGH/CRLF2-Subgruppe durch eine hohe Anzahl an Rezidiven begründet ist, wurde 
zusätzlich die CRI berechnet. So ist in der Abbildung 15 deutlich zu erkennen, dass fast die 
Hälfte der Patienten mit IGH/CRLF2-Translokation bereits ein Rezidiv erlitten im Vergleich 
zu keinem einzigen Rezidiv in der Subgruppe mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens 
(CRI: 0,46 vs. 0; p = 0,002). Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion haben hingegen eine 18% 
höhere Wahrscheinlichkeit, innerhalb von fünf Jahren nach der Diagnose ein Rezidiv zu 
erleiden im Vergleich zu den Patienten mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens, allerdings 
wurde die Signifikanzgrenze hierfür nicht erreicht (CRI: 0,18 vs. 0; p = 0,07). 
Übereinstimmend mit der EFS-Rate ist auch der Unterschied zwischen der CRI der 
P2RY8/CRLF2- und der IGH/CRLF2-Subgruppe signifikant (CRI: 0,18 vs. 0,46; p = 0,017). 
 
Abbildung 15: Kumulative Rezidivinzidenz für Patienten mit T-ALL entsprechend des CRLF2-
Genexpressionslevels. Die Berechnung der 5-Jahres CRI für T-ALL Patienten mit niedriger (blau) 
und hoher (rot) CRLF2-Genexpression erfolgte nach der Methode von Kalbfleisch und Prentice. 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit Hilfe des Gray-Tests beurteilt. Abkürzungen: CRI, 
kumulative Rezidivinzidenz (cumulative incidence of relapse); SE, Standardfehler (standard error); 
n, Anzahl. 
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Um gesondert die prognostische Relevanz der hohen CRLF2-Genexpression für Patienten mit 
Down-Syndrom zu untersuchen, wurden zusätzlich die EFS-Rate und die CRI für diese 
Patientengruppe ermittelt. Aufgrund der kleinen Fallzahlen konnten jedoch keine 
signifikanten Unterschiede ermittelt werden (siehe Anhang 8.3). Allerdings konnte die 
Tendenz einer schlechteren Prognose für DS-Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression 
aufgrund einer höheren Rezidivinzidenz beobachtet werden. 
5.1.4 Zusätzliche genetische Aberrationen in der pB-ALL mit hoher 
CRLF2-Genexpression 
Um Veränderungen der Kopienzahl von bestimmten Genen der B-Zell-Entwicklung und 
-Differenzierung innerhalb der verschiedenen Subgruppen mit hoher CRLF2-Genexpression 
zu bestimmen, wurden MLPA-Analysen durchgeführt. Die Ergebnisse sind in der 
Abbildung 16 zusammengefasst.  
 
Abbildung 16: Übersicht zusätzlicher genetischer Aberrationen innerhalb der verschiedenen 
Subgruppen mit hoher CRLF2-Genexpression. Veränderungen der Kopienzahl von bestimmten 
Genen der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung analysiert mittels MLPA. Jede Zeile 
repräsentiert einen Fall und jede Spalte ein Gen. Grün zeigt eine Amplifikation und rot ist deletiert. 
Aktivierende CRLF2- und JAK2-Mutationen detektiert mittels HRM sind in schwarz gekennzeichnet. 
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Eine Amplifikation des CRLF2-Gens wurde in 13 der 44 (30%) Fälle mit der P2RY8/CRLF2-
Fusion beobachtet, welche, wie in Abbildung 17 dargestellt, zu einer signifikant höheren 
CRLF2-Genexpression führte im Vergleich zu den P2RY8/CRLF2-positiven Fällen ohne 
zusätzliche CRLF2-Kopie (medianer RQ: 18 vs. 7; p = 0,01). 
 
Abbildung 17: CRLF2-Genexpressionslevel der pB-ALL Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion 
mit und ohne zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens. Die vertikalen Linien zeigen das Minimum und 
das Maximum, die horizontalen Abgrenzungen der Boxen das erste und dritte Quartil, die dicke 
schwarze Linie in der Mitte der Box den Median der Daten. Punkte repräsentieren Ausreißer und 
Sterne Extremwerte. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Genexpressionsleveln 
wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests beurteilt. 
 
Es wurden keine weiteren Amplifikationen anderer Gene in der P2RY8/CRLF2-Subgruppe 
beobachtet. Allerdings wurde in dieser Subgruppe eine Deletion des IKZF1-Gens in 11 von 
44 (25%) Fällen identifiziert, sowie eine Deletion in CDKN2A und/oder CDKN2B in 14 von 
44 (32%) Fällen und in PAX5 in 14 von 44 (32%) Fällen. Deletionen in EBF1, ETV6, BTG1 
und RB1 wurden nur sporadisch beobachtet. Insgesamt hatten 31 der 44 (70%) Fälle mit der 
P2RY8/CRLF2-Fusion eine zusätzliche Deletion. Nur 1 der 16 (6%) Fälle mit IGH/CRLF2-
Translokation hatte zusätzlich eine Amplifikation des CRLF2-Gens. In dieser Subgruppe 
wurde eine IKZF1-Deletion in 12 von 16 (75%) Fällen detektiert, eine Deletion in CDKN2A 
und/oder CDKN2B in 6 von 16 (38%) Fällen, eine PAX5-Deletion in 6 von 16 (38%) Fällen 
sowie eine Deletion des BTG1-Gens in 7 von 16 (44%) Fällen. Zusätzliche Deletionen in 
EBF1, ETV6 und RB1 wurden in einigen Fällen beobachtet. Insgesamt hatten 15 der 16 
(94%) Fälle mit IGH/CRLF2-Translokation eine zusätzliche Deletion, aber keine anderen 
Ergebnisse  46 
Amplifikationen. Im Gegensatz hierzu waren zusätzliche Deletionen selten (3/18, 17%) in 
Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression assoziiert mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens, 
während zusätzliche Amplifikationen häufiger waren (8/18, 50%). Diese Beobachtung 
stimmt mit dem hohen hyperdiploiden Karyotyp in 14 von 18 (78%) Fällen überein. Eine 
heterogene Verteilung von Amplifikationen und Deletionen wurde in der Subgruppe mit 
unbekannter Ursache für die hohe CRLF2-Genexpression beobachtet. 
Mit Hilfe der HRM-Analyse wurden aktivierende CRLF2- und JAK2-Mutationen detektiert, 
welche assoziiert sind mit hoher CRLF2-Genexpression. In 7 von 91 (8%) Fällen mit hoher 
CRLF2-Genexpression wurde die F232C CRLF2-Mutation identifiziert: in 5 der 44 (11%) 
Fällen mit der P2RY8/CRLF2-Fusion, in 1 der 16 (6%) Fälle mit IGH/CRLF2-Translokation 
und in 1 der 7 (14%) Fälle mit unbekannter Ursache der hohen CRLF2-Genexpression. JAK2-
Mutationen wurden in 14 von 91 (15%) Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression detektiert 
(9x R683G, 3x R683S, 1x F694L sowie eine Insertion: I682delinsGSV): in 12 der 44 (27%) 
Fälle mit der P2RY8/CRLF2-Fusion und 2 der 16 (13%) Fälle mit IGH/CRLF2-
Translokation. 
5.2 Methodenvergleich zur Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion 
Es gibt verschiedene Methoden, um die P2RY8/CRLF2-Fusion zu detektieren, welche sich in 
der Sensitivität, der Durchführung und dem erforderlichen Patientenmaterial unterscheiden. 
Bevor ein neuer prognostischer Marker in die Risikostratifizierung implementiert wird, sollte 
deshalb zunächst evaluiert werden, welche Methode zur Detektion angewandt werden kann, 
um sowohl die Aberration effizient zu identifizieren als auch robuste, reproduzierbare und 
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Es wurden drei Methoden zur Detektion der 
P2RY8/CRLF2-Fusion getestet und miteinander verglichen: MLPA, genomische PCR und 
RT-PCR.  
Für den Vergleich von MLPA mit RT-PCR wurden 657 Proben mittels beider Methoden 
analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 veranschaulicht. In 605 Fällen wurde die 
P2RY8/CRLF2-Fusion durch beide Methoden nicht nachgewiesen. In 52 Proben, welche 
mittels RT-PCR positiv waren für die P2RY8/CRLF2-Fusion, konnte MLPA diese nicht 
detektieren: Die Fusion konnte in keinem der 8 Fälle mit einer niedrigen CRLF2-
Genexpression detektiert werden und für die Fälle mit einer hohen CRLF2-Genexpression 
identifizierte MLPA diese nur in 29 von 44 (66%) der mittels RT-PCR positiven Fälle. 
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Abbildung 18: Venn-Diagramm zur Darstellung des Methodenvergleichs MLPA vs. RT-PCR 
zur Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion. Abkürzungen: MLPA, multiplexe ligationsabhängige 
Sondenamplifikation (multiplex ligation-dependent probe amplification); RT-PCR, Reverse 
Transkriptase-PCR. 
 
Darüber hinaus wurden 100 Proben zusätzlich mittels genomischer PCR analysiert (siehe 
Abbildung 19). Bei diesem Vergleich der PCR basierend auf DNA mit der RT-PCR 
basierend auf RNA waren mit Hilfe beider Methoden 73 Proben negativ für die 
P2RY8/CRLF2-Fusion und 23 Proben positiv. Außerdem waren drei Proben Fusions-positiv 
mittels RT-PCR, aber negativ mittels genomischen PCR, während eine Probe Fusions-positiv 
war auf DNA-Ebene, aber negativ auf RNA-Ebene. 
 
Abbildung 19: Venn-Diagramm zur Darstellung des Methodenvergleichs genomische PCR vs. 
RT-PCR zur Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion. Abkürzungen: gPCR, genomische PCR; 
RT-PCR, Reverse Transkriptase-PCR. 
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Für die 24 Proben, welche mittels genomischer PCR positiv für die P2RY8/CRLF2-Fusion 
waren, wurde die Fusion mit Hilfe der qPCR quantifiziert, um die jeweilige Klongröße zu 
bestimmen. Hierbei erfolgte die Unterscheidung eines Hauptklons (≥ 20%) von einem 
kleineren Subklon (< 20 %) gemäß der Definition von Morak et al.
49
 In 18 der 24 (75%) 
Fälle lag die P2RY8/CRLF2-Fusion in einem Hauptklon vor und in 6 von 24 (25%) Fällen als 
kleinerer Subklon. 
5.3 Vergleichende Transkriptom-Analyse von zwei CRLF2-
hochexprimierenden Subgruppen 
Um gruppenspezifische Genexpressionsprofile zu identifizieren, wurde eine vergleichende 
genomweite Untersuchung der Genexpression durchgeführt mit gepoolter RNA von zwei 





). Hierzu wurden zwei NGS-basierende Techniken, MACE und ST-
DGE, angewandt und kombiniert. Zur Validierung der Ergebnisse wurden exemplarisch 11 
Kandidatengene mittels qPCR auf individueller Patientenebene untersucht. Die 
Zusammensetzung der Patientenkohorte für die Transkriptom-Analyse und der 
Validierungskohorte ist in der Tabelle 4 (Abschnitt 4.3.2) aufgelistet und die dazugehörigen 
klinischen Parameter der Patienten sind in der Tabelle S1 im Anhang zusammengefasst. Die 
Interpretation der Transkriptom-Daten erfolgte mit Hilfe verschiedener Analyse-Softwares. 
5.3.1 Ergebnisse der Transkriptom-Analyse mittels MACE und ST-DGE 
Die Rohdaten der Transkriptom-Analyse sind zugänglich in der ArrayExpress-Datenbank 
(https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) unter der Zugangsnummer: E-MTAB-4737. Die Anzahl 
der mittels MACE und ST-DGE erhaltenen Sequenzen vor und nach der qualitativen 
Bearbeitung der Rohdaten sind in der Tabelle 14 zusammengefasst.  
Tabelle 14: Anzahl der mittels MACE und ST-DGE erhaltenen Sequenzen vor und nach der 
qualitativen Bearbeitung der Rohdaten. 
 P2RY8/CRLF2+ P2RY8/CRLF2- 
MACE  
# Sequenzen der Rohdaten 9.326.959 8.233.445 
# gefilterte Sequenzen 8.564.662 7.649.903 
ST-DGE  
# Sequenzen der Rohdaten 10.621.037 6.430.193 
# gefilterte Sequenzen 6.286.952 5.513.306 
Abkürzungen: MACE, massive analysis of cDNA ends; ST-DGE, SuperTag digital gene expression profiling. 
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Homopolymere und PCR-bedingte Duplikate wurden durch die TrueQuant Technologie 
identifiziert und vor der Quantifizierung ausgeschlossen. Die Anzahl der Sequenzen nach 
Anwendung der Qualitätsfilter reichte von 8.564.662 (91,8%) in dem P2RY8/CRLF2
+
-Pool 
mittels MACE bis zu 5.513.306 (85,7%) in dem P2RY8/CRLF2
-
-Pool mittels ST-DGE. Die 
Anzahl der mittels MACE und ST-DGE identifizierten Transkripte sowie die Anzahl der 
Transkripte nach Kombination beider Datensätze sind in der Tabelle 15 angegeben.  
Tabelle 15: Anzahl der identifizierten Transkripte mittels MACE und ST-DGE, sowie nach 
Kombination beider Datensätze. 
 MACE ST-DGE Kombiniert 
# höher exprimierte Transkripte in P2RY8/CRLF2
+
 533 678 351 
# niedriger exprimierte Transkripte in P2RY8/CRLF2
+
 296 288 202 
# Transkripte gleicher Expression 15.178 13.703 12.348 
Gesamtanzahl Transkripte 16.006 14.669 12.901 
Abkürzungen: MACE. massive analysis of cDNA ends; ST-DGE. SuperTag digital gene expression. 
 
In den Lymphoblasten der beiden CRLF2-hochexprimierenden Subgruppen wurden 
insgesamt 553 differentiell exprimierte Transkripte identifiziert: 351 Transkripte waren 
signifikant höher exprimiert in der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe und 202 Transkripte waren 
signifikant niedriger exprimiert im Vergleich zu der P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe. 
5.3.2 Validierung der Ergebnisse der Transkriptom-Analyse 
Die Validierung der gepoolten NGS-basierten Transkriptom-Analyse erfolgte mittels qPCR 
auf individueller Patientenebene in einer Validierungskohorte von insgesamt 54 Patienten. Es 
wurde exemplarisch die Expression von 11 Genen untersucht. Die Resultate sind als 
log2(RQ)-Werte normalisiert in der Abbildung 20 zusammengefasst. Die signifikant 
niedrigere Expression in den Lymphoblasten der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe im Vergleich 
zur P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe konnte für alle 4 mittels Transkriptom-Analyse 
identifizierten Kandidatengene mit einem p < 0,001 bestätigt werden (BMP6 [fc: -7,0], 
LRRC32[fc. -38,6], VGF [fc: -6,5], IL1R2 [fc: -14,8]). Von 7 Kandidatengenen, welche 
mittels Transkriptom-Analyse eine höhere Expression in der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe 
aufwiesen, zeigten 5 Gene eine signifikant differentielle Expression in der 
Validierungskohorte mit einem p < 0,01 (PTPRK [fc: 6,1], VPREB1 [fc: 53,4], TCL1B 
[fc: 6,5], TCL1A [fc: 4,0], TCL6 [fc: 8,1]), während die anderen zwei Gene nur eine 
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entsprechende Tendenz ohne Signifikanz (p > 0,05) aufwiesen (BIRC7 [fc: 1,3], SOX11 
[fc: 2,9]).  
 
Abbildung 20: Genexpression von 11 Kandidatengenen gemessen mittels qPCR auf 
individueller Patientenebene zur Validierung der Transkriptom-Analyse. Die hellblauen Boxen 
zeigen das Genexpressionslevel der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe und die dunkelblauen Boxen 
repräsentieren die P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe. Die Daten sind zur Normalisierung als log2(RQ)-
Werte dargestellt. Die vertikalen Linien zeigen das Minimum und das Maximum, die horizontalen 
Abgrenzungen der Boxen das erste und dritte Quartil, die dicke schwarze Linie in der Mitte der Box 
den Median der Daten. Punkte repräsentieren Ausreißer und Sterne Extremwerte. Signifikante 
Unterschiede (p < 0,05) in der Genexpression wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests beurteilt. 
 
Visualisiert man die einzelnen Genexpressionswerte der Patienten in einer Heatmap, ist ein 
deutlicher Unterschied im Genexpressionsprofil der neun differentiell exprimierten 
Kandidatengene zwischen der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe und der P2RY8/CRLF2
-
-
Kontrollgruppe zu erkennen (siehe Abbildung 21). So ist die P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe 
durch eine niedrigere Genexpression von BMP6, LRRC32, VGF und IL1R2 sowie einer 
höheren Genexpression von PTPRK, VPREB1, TCL1A, TCL1B und TCL6 im Vergleich zur 
Kontrollgruppe gekennzeichnet. 
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Abbildung 21: Heatmap der einzelnen Genexpressionswerte (ΔCt) der Patienten gemessen 
mittels qPCR zur Validierung. Jede Zeile repräsentiert eins der 9 differentiell exprimierten 
Kandidatengene und jede Spalte einen Patienten. Die Balken unterhalb der Heatmap zeigen die 
Gruppenzugehörigkeit der Patienten: in hellblau die P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe und in dunkelblau die 
P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe. Unterschiede in der Genexpression sind anhand der Farbvariation 
veranschaulicht: eine hohe Genexpression wird in rot angezeigt und eine niedrige Expression in grün.  
 
5.3.3 Interpretation der Transkriptom-Daten 
Für die Interpretation der Genexpressionsdaten wurden verschiedene Analyse-Softwares wie 
GOAL, GSEA, STRING und CMAP verwendet, um Assoziationen zwischen 
Transkriptionsprofil und beobachtetem Phänotyp zu identifizieren. 
Von den 553 differentiell exprimierten Transkripten, wurden 202 Transkripte niedriger 
exprimiert in der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-
Kontrollgruppe, welche in der Tabelle S2 im Anhang aufgelistet sind. Gene mit einer mehr 
als 16-fach niedrigeren Expression sind zusammen mit der Angabe zu ihrer potentiellen 
Funktion in der Tabelle 16 aufgelistet.  
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Tabelle 16: Liste der niedriger exprimierten Gene (fc < -16) in der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe 
im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe in absteigender Reihenfolge des mittleren 











IL1R2 -5,41 -5,99 -5,7 6,41E-09 Decoy-Rezeptor; IL1-Signalweg 
LY6H -6,14 -5,18 -5,66 9,36E-06 
GPI-verankertes Glykoprotein; Entwicklung des 
zentralen Nervensystems 
ZCCHC12 -3,91 -7,09 -5,5 3,27E-14 Transkriptioneller Koaktivator; TGF-β-Signalweg 
NTRK1 -6,23 -4,75 -5,49 2,45E-36 
Rezeptor-Tyrosinkinase; Entwicklung des zentralen 
Nervensystems 
BMP6 -4,58 -6,09 -5,33 4,31E-07 Wachstumsfaktor; TGF-β-Signalweg 
IL24 -4,1 -6,39 -5,25 4,88E-09 Zytokin; JAK/STAT-Signalweg 
MYT1L -3,52 -6,85 -5,18 2,61E-08 
Transkriptionsfaktor; Entwicklung des zentralen 
Nervensystems 
VGF -5,43 -4,57 -5,0 4,05E-17 
Neurosekretorisches Protein; Entwicklung des 
zentralen Nervensystems  
CLDN5 -4,96 -4,8 -4,88 4,63E-87 Strukturprotein; Zell-Zell-Adhäsion 
COL13A1 -5,06 -4,64 -4,85 2,55E-04 Strukturprotein; Zell-Matrix-Adhäsion 
SORCS2 -5,06 -4,35 -4,7 9,40E-04 Rezeptor des zentralen Nervensystems 
ITGB5 -4,23 -5,09 -4,66 1,27E-04 Integrin-Rezeptor; Zell-Matrix-Adhäsion 
LOXHD1 -4,19 -5,11 -4,65 3,58E-17 Calciumkanal; Haarzellen 
DOCK4 -4,14 -5,09 -4,62 3,59E-05 GTP-Austauschfaktor; Zell-Zell-Adhäsion 
SHISA2 -4,68 -4,37 -4,53 3,81E-19 Transmembranprotein; FGF- und WNT-Signalweg 
LAMB2 -3,38 -5,57 -4,48 1,57E-05 Glykoprotein der extrazellulären Matrix  
TMSB15A -3,64 -5,09 -4,36 9,35E-03 Bindet Aktin; Organisation des Zytoskeletts 
BMP3 -5,19 -3,5 -4,34 1,52E-02 Wachstumsfaktor; TGF-β-Signalweg 
CEMIP -3,99 -4,58 -4,29 1,01E-21 Bindet Hyaluronsäure; Zellmigration 
SIX3 -4,38 -4,18 -4,28 1,84E-03 
Transkriptionsfaktor; Entwicklung des zentralen 
Nervensystems und Auges 
RET -3,96 -4,35 -4,16 9,90E-04 Rezeptor-Tyrosinkinase; Protoonkogen 
PDGFB -3,14 -5,09 -4,12 1,14E-04 Wachstumsfaktor; Protoonkogen 
TKTL1 -4,64 -3,57 -4,11 4,14E-06 Transketolase; Glucose-Stoffwechsel 
SEPT12 -2,76 -5,43 -4,09 1,12E-03 GTPase; Organisation des Zytoskeletts 
IL1RAP -3,56 -4,15 -3,86 2,99E-03 Korezeptor; IL1-Signalweg 
LRRC32 -4,01 -3,93 -4,0 7,65E-218 Glykoprotein; TGF-β-Signalweg 
Abkürzungen: fc, Genexpressionsunterschied (fold change); MACE. massive analysis of cDNA ends; ST-DGE. SuperTag 
digital gene expression. 
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Funktionelle Analysen mittels GOAL identifizierten eine Anreicherung von 36 GO-
Kategorien (FDR < 0,05), welche in der Abbildung 22 zusammengefasst sind. Viele dieser 
GO-Termini deuten auf eine entwicklungsorientierte Aktivität hin: Die meist signifikant 
angereicherten Kategorien waren unter anderem „growth factor binding“ (FDR = 9,3E-08) 
und „developmental process“ (FDR = 9,3E-06). 
 
 
Abbildung 22: Mittels GOAL identifizierte GO-Kategorien der in der P2RY8/CRLF2
+
-
Subgruppe niedriger exprimerten Transkripte im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-
Kontrollgruppe. Die blauen Balken repräsentieren den prozentualen Anteil der differentiell 
exprimierten Gene in der entsprechenden Kategorie. Die roten Punkte zeigen die FDR als 
-log2(korrigierter p-Wert). 
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Ebenso zeigte die Analyse mittels GSEA eine negative Anreicherung von Genen des BMP-
Signalwegs (ES = -0,71; FDR = 0,011; p < 0,0001) und TGF-β-Signalwegs (ES = -0,49; 
FDR = 0,018; p = 0,005). Zudem waren Gene negativ angereichert, welche beteiligt sind an 
der Zytokin-Rezeptor-Interaktion (ES = -0,53; FDR < 0,001; p < 0,0001) und dem 
JAK/STAT-Signalweg (ES = -0,43; FDR = 0,021; p < 0,0001). Die dazugehörigen Graphen 
der GSEA-Analyse sind in der Abbildung 23 gezeigt. 
 
 
Abbildung 23: Graphen der mittels GSEA-Analyse identifizierten Gen-Sets mit negativem ES. 
Dieser negative Wert kennzeichnet eine Anreicherung von Genen in einem Gen-Set, welche in der 
P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe niedrigerer exprimiert wurden im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-
Kontrollgruppe. Eine signifikante Anreicherung wurde entsprechend dem nominalen p-Wert (< 0,05) 
und der FDR (≤ 0,25) beurteilt.  
 
Protein-Interaktions-Analysen mittels STRING ergaben für die in der P2RY8/CRLF2
+
-
Subgruppe niedriger exprimerten Transkripte Netzwerke mit signifikant angereicherten 
Protein-Protein-Interaktionen. Es wurden insgesamt 103 Interaktionen beobachtet. Das 
Hauptnetzwerk bestehend aus 40 Genprodukten und 68 Interaktionen ist in der Abbildung 24 
visualisiert. Dieses potentielle Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk zeigt NFKB1 im 
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Zentrum. Durch Clustern der Proteine nach k-Means konnten einzelne Proteine zu 
funktionellen Gruppen zusammengefasst werden. Hierbei wurde erneut der TGF-β-
Signalweg identifiziert und außerdem noch Wachstumsregulation und Immunantwort. 
 
Abbildung 24: Potentielles Protein-Interaktionsnetzwerk der Genprodukte der niedrigerer 
exprimerten Transkripte in der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe erstellt mittels STRING. Die Knoten 
repräsentieren die Genprodukte, während die Striche potentielle Interaktionen zwischen den Proteinen 
anzeigen. Funktionelle Gruppen sind mit einem Kreis zusammengefasst. 
 
Entsprechende Analysen wurden auch für die 351 Transkripte durchgeführt, welche in der 
P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe signifikant höher exprimiert wurden im Vergleich zur 
P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe (siehe Tabelle S3 im Anhang). Gene mit einer mehr als 16-
fach höheren Expression sind zusammen mit der Angabe zu ihrer potentiellen Funktion in der 
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-Kontrollgruppe in absteigender Reihenfolge des mittleren 











RIPK4 5,33 7,17 6,25 1,43E-11 Serin/Threonin-Kinase; Aktiviert NF-κB  
FAM19A5 5,89 6,13 6,01 5,06E-09 Chemokin; zentrales Nervensystem 
MOV10L1 5,58 5,39 5,49 5,44E-07 RNA-Helikase; Spermatogenese 
BIRC7 4,74 6,02 5,38 7,70E-05 Apoptose-Inhibitor 
NDN 4,63 5,62 5,13 1,40E-04 Transkriptionsfaktor; inhibiert Zellwachstum 
PTPRK 4,22 5,98 5,1 1,15E-09 Tyrosin-Phospatase; EGFR-Signalweg 
PPBP 5,02 4,81 4,92 4,85E-05 Wachstumsfaktor; Chemokin 
BRSK1 4,33 5,2 4,76 4,88E-06 Serin/Threonin-Kinase; Zellzyklus-Kontrolle 
NFATC4 3,81 5,39 4,6 4,11E-07 Transkriptionsfaktor; Aktivierung T-Zellen 
FSTL5 4,39 4,7 4,55 5,43E-04 Sekretorisches Glykoprotein 
ITGA7 4,1 4,81 4,46 1,70E-03 Integrin-Rezeptor; Zell-Matrix-Adhäsion 
SH3BGR 3,74 5,06 4,4 6,00E-03 
SH3-Adaptorprotein; Regulation der 
Signaltransduktion 
RASAL1 4,84 3,67 4,25 4,26E-05 GTPase-Aktivatorprotein; RAS-Suppressor  
LINC00487 3,26 5,2 4,23 2,20E-03 Unbekannt; (nicht-kodierende RNA) 
KCNQ5 3,52 4,62 4,07 7,65E-04 Kaliumkanal; zentrales Nervensystem  
Abkürzungen: fc, Genexpressionsunterschied (fold change); MACE. massive analysis of cDNA ends; ST-DGE. SuperTag 
digital gene expression. 
 
Mit Hilfe der GOAL-Analyse konnte keine signifikante Anreicherung von GO-Kategorien 
(FDR > 0,05) identifiziert werden. Das Ergebnis der Analyse ist in der Abbildung 25 
dargestellt. 
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Abbildung 25: Mittels GOAL identifizierte GO-Kategorien der in der P2RY8/CRLF2
+
-
Subgruppe höher exprimerten Transkripte im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe. 
Die blauen Balken repräsentieren den prozentualen Anteil der differentiell exprimierten Gene in der 
entsprechenden Kategorie. Die roten Punkte zeigen die FDR als -log2(korrigierter p-Wert). Für keine 
der GO-Kategorien wurde die nötige Signifikanz von FDR < 0,05 erreicht. 
 
Die Analyse mittels GSEA zeigte eine signifikante Anreicherung von Genen, die an der 
DNA-Replikation (ES = 0,56; FDR = 0,155; p = 0,007), DNA-Reparatur (ES = 0,45; FDR = 
0,224; p = 0,002) und homologen Replikation (ES = 0,64; FDR = 0,060; p = 0,001) beteiligt 
sind. Außerdem waren Gene des B-Zell-Rezeptor (BCR)-Signalwegs (ES = 0,54; FDR = 
0,219; p = 0,006) überrepräsentiert. Die dazugehörigen Graphen der GSEA-Analyse sind in 
der Abbildung 26 gezeigt. 
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Abbildung 26: Graphen der mittels GSEA-Analyse identifizierten Gen-Sets mit positivem ES. 
Dieser positive Wert kennzeichnet eine Anreicherung von Genen in einem Gen-Set, welche in der 
P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe höher exprimiert wurden im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-
Kontrollgruppe. Eine signifikante Anreicherung wurde entsprechend dem nominalen p-Wert (< 0,05) 
und der FDR (≤ 0,25) beurteilt.  
 
Protein-Interaktions-Analysen mittels STRING ergaben für die in der P2RY8/CRLF2
+
-
Subgruppe höher exprimerten Transkripte ebenfalls Netzwerke mit signifikant angereicherten 
Protein-Protein-Interaktionen. Es wurden insgesamt 166 Interaktionen beobachtet. Innerhalb 
dieses Netzwerks bildeten 57 Genprodukte ein hochgradig vernetztes Subnetzwerk mit 141 
Interaktionen und ERBB2 im Zentrum. Dieses potentielle Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk ist in der Abbildung 27 visualisiert. Durch Clustern der Proteine nach k-
Means konnten erneut einzelne Proteine zu funktionellen Gruppen zusammengefasst werden. 
Hierbei wurden Cluster von Genen identifiziert, welche an der DNA-Replikation und 
-Reparatur beteiligt sind sowie am prä-BCR-Signalweg. Diese Beobachtungen sind mit den 
Ergebnissen der GSEA-Analyse konform. 
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Abbildung 27: Potentielles Protein-Interaktionsnetzwerk der Genprodukte der höher 
exprimerten Transkripte in der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe erstellt mittels STRING. Die Knoten 
repräsentieren die Genprodukte, während die Striche potentielle Interaktionen zwischen den Proteinen 
anzeigen. Funktionelle Gruppen sind mit einem Kreis zusammengefasst.  
 
Um potentielle Wirkstoffe zu identifizieren, welche dem Rezidiv-assoziierten 
Genexpressionsprofil der P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe entgegenwirken, wurde die CMAP-
Datenbank genutzt. Es wurden drei vielversprechende Kandidatenwirkstoffe identifiziert, 
welche potentiell in der Lage wären, das Genexpressionsprofil der P2RY8/CRLF2
+
-
Subgruppe zu invertieren: Podophyllotoxin (CS = -0,981; p < 0,0001), Anisomycin (CS = -
0,950; p < 0,0001) und Vinblastin (CS = -0,883; p = 0,003). 
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6. Diskussion 
Durch die Anwendung moderner risikoadaptierter Behandlungsstrategien können heutzutage 
nahezu 80% der Kinder, die an einer ALL erkranken, dauerhaft geheilt werden.
16
 Dennoch 
erleidet immer noch jedes fünfte Kind ein Rezidiv der Erkrankung, deren langfristige 
Heilungsrate nur 50% beträgt.
16,26
 Gleichzeitig ist die Toxizität der Therapie mit schweren 
akuten Nebenwirkungen sowie Langzeitfolgen verbunden
27-29
 und sollte in Balance mit der 
für den Behandlungserfolg tatsächlich nötigen Intensität stehen.
98,99
 Das Ziel ist daher die 
weitere Optimierung der Therapie, um jedem einzelnen Patienten gemäß seinem 
individuellen Risiko eine optimale Behandlung zukommen zu lassen. Um diesem Anspruch 
der Präzisionsmedizin gerecht zu werden, müssen sowohl neue prognostisch relevante 
Marker zur Verbesserung der Abschätzung des individuellen Risikos identifiziert als auch 
gezielte, auf die jeweilige Biologie der Leukämie zugeschnittene Therapien entwickelt 
werden.  
Neben den bekannten prognostisch relevanten Subgruppen, welche bereits in die ALL-BFM 
Studienprotokolle Einzug gefunden haben (siehe Abbildung 1 im Abschnitt 3.1.2), ist die 
T-ALL und rund ein Viertel der pB-ALL noch nicht hinlänglich für die Risikostratifizierung 
charakterisiert.
20,22
 Die P2RY8-CRLF2-Fusion, welche zu einer hohen Expression des 
CRLF2-Gens führt, wurde in rund 5% der pB-ALL identifiziert.
45,46
 Die Arbeitsgruppe von 
Prof. Cario und andere zeigten, dass diese Subgruppe mit einer schlechten Prognose aufgrund 
einer hohen Rezidivinzidenz assoziiert ist, insbesondere in der Patientengruppe mit mittlerem 
Risiko.
36,49,50
 In dieser Risikogruppe treten zahlenmäßig die meisten Rezidive auf, ohne dass 
die derzeit bekannten Risikomarker dies rechtzeitig prognostizieren.
24
 Deshalb ist es 
besonders für diese Patientengruppe von großer Bedeutung, neue prognostisch relevante 
Marker für die Risikostratifizierung zu etablieren. Außerdem ermöglichen Risikomarker, 
welche bereits kurz nach der Diagnose zur Verfügung stehen, im Vergleich zur endgültigen 
MRD-Stratifizierung mittels Monitoring des Therapieansprechens bis 78 Tage nach der 
Diagnose eine frühzeitige Therapieadaption in der für den langfristigen Therapieerfolg 
wichtigen Induktions- und Konsolidierungsphase. Zur Validierung der Inzidenz und 
prognostischen Relevanz der P2RY8-CRLF2-Fusion wurde diese, sowie das CRLF2-
Genexpressionslevel in allen Patienten der laufenden AIEOP-BFM ALL 2009 Studie über 
einen Zeitraum von vier Jahren prospektiv erfasst, bei denen eine entsprechende Einwilligung 
vorlag und Material verfügbar war. 
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6.1 Hohe CRLF2-Genexpression als prognostisch relevanter 
Marker in der T-ALL 
Rund 15% der ALL im Kindesalter wird der T-lymphozytären Reihe zugeordnet.
15
 Die 
T-ALL stellt eine aggressive und heterogene Erkrankung dar, für welche eine Vielzahl von 
genetischen Aberrationen bekannt sind wie z.B. Translokationen der T-Zellrezeptor (TCR)-
Gene, Mutationen und Veränderungen der Kopienzahl von NOTCH1, FBXW7 und MYB, aber 
auch Genen des JAK/STAT- und Ras/PI3K-Signalweges sowie epigenetischen Regulatoren 
und Transkriptionsfaktoren.
21
 Allerdings konnten bislang aufgrund dieser Heterogenität keine 
prognostisch relevanten Subgruppen der T-ALL definiert werden.
22
 Somit werden derzeit 
Patienten mit einem hohen Risiko hauptsächlich auf Grundlage des Therapieansprechens 
identifiziert. Durch die enormen Fortschritte in den letzten Jahrzehnten erreicht die Therapie 
der ehemals als prognostisch ungünstig geltenden T-ALL nun ähnliche Ergebnisse wie bei 
der pB-ALL (7-Jahres-pEFS = 76%).
100
 Allerdings beträgt bei T-ALL Patienten mit einem 
schlechten Therapieansprechen (MRD-HR) die Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies 
Überleben innerhalb von sieben Jahren nach der Diagnose nur 50% und rund 40% entwickeln 
in dieser Zeit ein Rezidiv.
100
 Aus diesem Grund ist die Identifizierung von robusten und 
gleichzeitig praktikablen Risikomarkern innerhalb der T-ALL von großer Bedeutung. 
Erst kürzlich wurde von den italienischen Kollegen um Dr. Palmi eine hohe CRLF2-
Genexpression in rund 15% der Patienten mit T-ALL identifiziert.
37
 Diese Beobachtung 
konnte für die hier untersuchte, deutsche Patientenkohorte aus der AIEOP-BFM ALL 2009 
Studie bestätigt werden. Die P2RY8-CRLF2-Fusion konnte hingingen in keinem der Fälle mit 
T-ALL identifiziert werden, was darauf schließen lässt, dass das Auftreten dieser Aberration 
auf die pB-ALL beschränkt zu sein scheint. Auch Palmi et al. beschrieben, dass in keinem der 
Fälle mit hoher CRLF2-Genexpression die P2RY8-CRLF2-Fusion oder eine IGH/CRLF2-
Translokation detektiert werden konnte.
37
 Der molekulare Mechanismus, welcher zu einer 
hohen CRLF2-Genexpression in der T-ALL führt, ist noch unklar und erfordert weitere 
Untersuchungen. 
Ähnlich der pB-ALL wurde für die Verteilung der CRLF2-Genexpressionslevel innerhalb der 
T-ALL ein sigmoidaler Kurvenverlauf ermittelt, welcher eine heterogene Expression von 
CRLF2 innerhalb der T-ALL verdeutlicht (siehe Abbildung 7 im Abschnitt 5.1.1).
36,50
 
Obwohl das mediane Genexpressionslevel von CRLF2 innerhalb der T-ALL vergleichbar ist 
mit dem innerhalb der pB-ALL, liegt das Expressionsniveau einer hohen CRLF2-
Genexpression in der T-ALL deutlich niedriger als bei der pB-ALL. Dies spiegelt sich auch 
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in der unterschiedlichen Definition des Grenzwertes wieder (≥ 5x medianer RQ-Wert vs. 
≥ 20x medianer RQ-Wert). Während der Grenzwert in der pB-ALL unter Einbeziehung der 
zugrundeliegenden genetischen Aberrationen festgesetzt wurde, konnte der Grenzwert in der 
T-ALL mangels dieser Aberrationen nur aufgrund des Unterschieds in der 
Überlebenszeitanalyse ermittelt werden.
36,37
 Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die in der 
T-ALL noch unbekannte Ursache für die hohe CRLF2-Genexpression einen wesentlich 
schwächeren Einfluss auf den Grad der Genexpression ausübt im Vergleich zu den 
genetischen Aberrationen der pB-ALL. Deshalb sollten bei der zukünftigen Erforschung des 
zugrundeliegenden Mechanismus auch Faktoren der Genregulation wie 
Transkriptionsfaktoren sowie DNA-Methylierung und Histonmodifikationen in Betracht 
gezogen werden. 
Trotz der im Vergleich zur pB-ALL niedrigeren CRLF2-Genexpression und fehlender 
bekannter genetischer Aberrationen scheint eine hohe CRLF2-Genexpression (≥ 5x medianer 
RQ-Wert) innerhalb der T-ALL mit einer schlechten Prognose aufgrund eines schlechten 
Therapieansprechens assoziiert zu sein. So zeigten 62% der Patienten mit einer hohen 
CRLF2-Genexpression sowohl ein schlechtes Ansprechen auf Prednison, als auch ein 
schlechtes Therapieansprechen an Therapietag 15, gemessen anhand der minimalen 
Resterkrankung mittels Durchflusszytometrie (FCM-MRD). Somit wurden insgesamt 81% 
der T-ALL Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression aufgrund eines schlechten 
Therapieansprechens final in den HR-Therapiezweig stratifiziert. Auch in der italienischen 
Studie wurden die meisten der T-ALL Patienten mit einer hohen CRLF2-Genexpression als 
Hochrisikopatienten identifiziert.
37
 Außerdem zeigten Palmi et al. für diese Patienten eine 
signifikant niedrigere Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben in fünf Jahren nach 
der Diagnose im Vergleich zu den Patienten mit einer niedrigen CRLF2-Genexpression (41% 
vs. 69%, p = 0,006) sowie eine deutlich erhöhte Rezidivwahrscheinlichkeit (53% vs. 26%, 
p = 0,007).
37
 Diese Assoziation konnte für die hier untersuchte deutsche Patientenkohorte aus 
der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie ebenfalls beobachtet werden (siehe Abbildung 8 und 9 im 
Abschnitt 5.1.1). Aufgrund der kleinen Fallzahl in der Gruppe mit hoher CRLF2-
Genexpression war der Unterschied jedoch nicht signifikant. Außerdem war die Zeit der 
Nachuntersuchung noch zur kurz, um abschließende Aussagen hinsichtlich des 
Therapieerfolgs zu treffen. Deshalb sollte zukünftig zur Validierung eine 
Langzeituntersuchung der prognostischen Bedeutung der hohen CRLF2-Genexpression in 
einer großen repräsentativen T-ALL Kohorte erfolgen. Eine hohe CRLF2-Genexpression 
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stellt einen vielversprechenden prognostischen Marker innerhalb der T-ALL dar, welcher 
nicht erst anhand des Ansprechens auf die Therapie, sondern bereits kurz nach der Diagnose 
in den HR-Therapiezweig stratifiziert. Somit könnte eine frühzeitigere Intensivierung der 
Therapie zu einer Verbesserung der Heilungsrate dieser Patienten führen, welche bislang eine 
sehr schlechte Prognose und eine hohe Rezidivwahrscheinlichkeit haben. 
Neben dem unterschiedlichen Therapieansprechen wurden die beiden Patientengruppen mit 
niedriger und hoher CRLF2-Genexpression im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch auf die 
Verteilung anderer klinischer Parameter hin untersucht. Es zeigte sich in beiden Gruppen eine 
für die T-ALL typische Verteilung des Alters der Kinder bei der Diagnose mit einem deutlich 
höheren Median von 9 Jahren im Vergleich zur pB-ALL (5 Jahre), eine starke männliche 
Prävalenz von 80% (vs. 54%) sowie eine höhere initiale Leukozytenzahl (Median = 
76.420/µl vs. 8400/µl).
22
 Eine Hyperleukozytose (≥ 100.000/µl), welche mit frühzeitigen 
Komplikationen wie Hyperviskosität, Leukostase und akutem Zellzerfall-Syndrom, aber auch 
einer langfristig schlechteren Prognose assoziiert ist,
101,102
 wiesen 54% der Patienten mit 
einer hohen CRLF2-Genexpression auf im Vergleich zu 41% der Patienten mit niedriger 
CRLF2-Genexpression. Ein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen wurde für die 
Verteilung des Immunphänotyps beobachtet. So gehörte die Hälfte der Patienten mit einer 
hohen CRLF2-Genexpression zu einer frühen T-ALL mit geringem Differenzierungsgrad 
(4% pro-T-ALL; 46% prä-T-ALL), welche ebenfalls mit einer schlechteren Prognose 
assoziiert ist,
100
 während drei Viertel der Patienten mit niedriger CRLF2-Genexpression zur 
intermediären (60%) oder reifen T-ALL (13%) gehörten. Es konnten demnach neben dem 
schlechten Therapieansprechen noch weitere Risikofaktoren innerhalb der T-ALL mit hoher 
CRLF2-Genexpression identifiziert werden, welche die Assoziation mit einer ungünstigen 
Prognose bekräftigen und die Bedeutung dieses Markers für die zukünftige Stratifizierung 
hervorheben. 
6.2 P2RY8/CRLF2 und IGH/CRLF2 sind mit einem hohen 
Rückfallrisiko in der pB-ALL assoziiert 
Die B-Vorläufer-ALL macht rund 85% der ALL im Kindesalter aus
15
 und hat mit einer über 
80%igen Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben innerhalb von sieben Jahren 
nach der Diagnose eine gute Prognose.
24
 Neben dem Therapieansprechen erfolgt die 
Risikostratifizierung der pB-ALL anhand von prognostisch beschriebenen genetischen 
Aberrationen. Zu den prognostisch günstigen Faktoren zählen das ETV6/RUNX1-Fusionsgen 
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durch eine t(12;22) Chromosomentranslokation sowie ein hoher hyperdiploider Karyotyp 
(> 50 Chromosomen; DI ≥1,16), während das BCR/ABL1-Fusionsgen durch eine t(9;22) 
Chromosomentranslokation, das KMT2A/AFF1-Fusionsgen durch eine t(4;11) 
Chromosomentranslokation sowie ein hypodiploider Karyotyp (< 45 Chromosomen; 
DI < 0,8) prognostisch ungünstig sind.
16,17
 Rund ein Viertel der pB-ALL weist jedoch keine 
dieser genetischen Aberrationen auf und ist noch nicht hinlänglich für die 
Risikostratifizierung charakterisiert.
20
 Ziel ist es daher, für diese uncharakterisierte 
Subgruppe der pB-ALL prognostische Marker zu identifizieren. 
Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde bereits eine hohe CRLF2-Genexpression in 5-15% 
der Patienten mit pB-ALL identifiziert.
36,47,50,103,104
 Diese Beobachtung konnte für die hier 
untersuchte, deutsche Patientenkohorte aus der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie mit einer 
Inzidenz von 10% bestätigt werden, ebenso wie die sigmoidale Verteilung der CRLF2-
Genexpressionslevel innerhalb der pB-ALL (siehe Abbildung 10 im Abschnitt 5.1.2). 
Prognostisch relevante Translokationen wie BCR/ABL1, KMT2A/AFF1 oder ETV6/RUNX1 
waren in den Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression, mit Ausnahme eines Patienten mit 
ETV6/RUNX1-Fusion, nicht vorhanden. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die hohe 
CRLF2-Genexpression eine von diesen bislang etablierten Markern unabhängige Aberration 
darstellt. Auf der anderen Seite wurde eine hohe CRLF2-Genexpression für die Mehrheit 
(64%) der Patienten mit Down-Syndrom detektiert. Diese auffallende Prävalenz wurde 
bereits von Dr. Hertzberg und Kollegen beschrieben; die Ursache jedoch ist bislang noch 
nicht geklärt.
44
 Zum einen scheint der Anteil der DS-Patienten mit hoher CRLF2-
Genexpression erhöht aufgrund des deutlich selteneren Vorkommens der bei Nicht-DS-
Patienten typischen genetischen Aberrationen wie ETV6/RUNX1, hoher Hyperdiploidie und 
BCR/ABL1.
105
 Zum anderen könnte die Trisomie des 21. Chromosoms während der 
Embryogenese einen Einfluss auf die B-Zellentwicklung haben, woraus ein erhöhtes Risiko 
für eine leukämische Transformation bei DS-Patienten resultiert. So ist bekannt, dass einige 
genetische Aberrationen, welche zu einer hohen CRLF2-Genexpression führen, durch eine 
aberrante V(D)J-Rekombination der B-Zellrezeptoren vermittelt werden.
46,106
 Eine weitere 
Hypothese beruht auf einer durch die Trisomie 21 veränderten Mikroumgebung des 
Knochenmarks, welche einen positiven Selektionsdruck auf präleukämische Zellen mit hoher 
CRLF2-Genexpression ausüben könnte. Die genauen Zusammenhänge müssen jedoch noch 
abschließend erforscht werden.  
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Die prognostische Bedeutung der hohen CRLF2-Genexpression innerhalb der pB-ALL ist 
bislang umstritten. In Studien aus den USA und Japan wurde eine schlechte Prognose 
beschrieben,
48,107
 während deutsche, österreichische, italienische und britische Studien für die 
hohe CRLF2-Genexpression per se keine schlechte Prognose zeigten, sondern nur für 
bestimmte zugrundeliegende genetische Aberrationen.
36,50,103,108
 Diese unterschiedlichen 
Ergebnisse sind am wahrscheinlichsten durch die verschiedenen Behandlungsprotokolle der 
Nationen zu begründen, aber auch die Ethnizität der untersuchten Patienten könnte eine Rolle 
spielen sowie ein ungleicher Studienaufbau. Auch für die DS-ALL ist die prognostische 
Bedeutung der hohen CRLF2-Genexpression noch nicht abschließend geklärt. Dr. Hertzberg 
und Kollegen zeigten eine niedrigere Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben der 
Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression, jedoch war dieser Unterschied nicht 
signifikant.
44
 Auch in der vorliegenden Arbeit war die Fallzahl der untersuchten DS-Patienten 
zu klein, um statistische Aussagen zur Prognose zu treffen. Trotzdem konnte die Tendenz 
einer schlechteren Prognose für DS-Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression aufgrund 
einer höheren Rezidivinzidenz beobachtet werden (siehe Anhang 8.3). Generell haben 
DS-Patienten eine deutlich schlechtere Prognose, da sie ein anderes Toxizitätsprofil 
aufweisen und dadurch zum einen ein erhöhtes Risiko für schwere Komplikationen während 
der Therapie haben und zum anderen durch eine Reduktion der Therapie ein erhöhtes 
Rezidivrisiko entsteht. Für eine konkrete Evaluation der prognostischen Bedeutung innerhalb 
der DS-ALL wäre eine umfassende Untersuchung der CRLF2-Genexpression in einer 
statistisch repräsentativen DS-Patientenkohorte unter Anwendung multivarianter Analysen 
zur Berücksichtigung anderer klinischer Parameter erforderlich. 
Eine hohe CRLF2-Genexpression kann durch verschiedene genetische Aberrationen 
verursacht werden. Zum einen führt eine interstitielle Mikrodeletion zu einer P2RY8/CRLF2-
Fusion.
44,46
 Für fast die Hälfte der Patienten mit pB-ALL, wurde die hohe CRLF2-
Genexpression durch diese Deletion verursacht (detektiert mittels RT-PCR). Mit Hilfe der 
weniger sensitiven MLPA-Analyse wurde die P2RY8/CRLF2-Fusion allerdings nur in rund 
zwei Drittel detektiert. Dies deutet darauf hin, dass die Fusion in diesen Fällen in einem 
Hauptklon vorlag, welches durch die Quantifizierung der genomischen P2RY8/CRLF2-
Fusion mittels qPCR validiert wurde. Für die Mehrheit (81%) der DS-Patienten war die hohe 
CRLF2-Genexpression mit der P2RY8/CRLF2-Fusion assoziiert und nur 3 DS-Patienten 
zeigten eine IGH/CRLF2-Translokation als Ursache. Insgesamt lag die Inzidenz der 
P2RY8/CRLF2-Fusion bei allen DS-Patienten bei 52% und deckt sich mit den Angaben von 
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Russell et al.
45
 und Mullighan et al.
46
 Zusätzlich wurde die P2RY8/CRLF2-Fusion in 1% der 
Patienten mit pB-ALL ohne hohe CRLF2-Genexpression identifiziert. Hier ist die niedrige 
CRLF2-Genexpression sehr wahrscheinlich auf eine kleine Klongröße zurückzuführen.
49
 
Alles in allem waren 6% der Fälle mit pB-ALL positiv für die P2RY8/CRLF2-Fusion und 
bestätigen die Inzidenz dieser Aberration aus anderen Studien.
36,45,50,104
 Neben der 
P2RY8/CRLF2-Fusion führen noch andere genetische Aberrationen zu einer hohen CRLF2-
Genexpression, deren Inzidenzen in dieser Arbeit zum ersten Mal systematisch in einer 
großen Patientenkohorte untersucht wurden. So wurde die IGH/CRLF2-Translokation im 
Vergleich zu früheren Berichten in einem recht großen Anteil (18%) der Fälle 
identifiziert.
36,50
 Zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens wurden in 20% der Fälle mit hoher 
CRLF2-Genexpression beobachtet, von denen 78% mit einem hohen hyperdiploiden 
Karyotyp assoziiert waren. Diese Beobachtung wurde bereits in früheren Studien 
beschrieben.
36,48,103
 Für rund 10% der Fälle scheint die hohe CRLF2-Genexpression einem 
anderen, bis jetzt noch unbekanntem Mechanismus zu unterliegen und bedarf weiterer 
Untersuchungen, u. a. auch von epigenetischen Modifikationen. 
Die aus diesen genetischen Aberrationen resultierenden Subgruppen mit hoher CRLF2-
Genexpression wiesen unterschiedlich hohe Genexpressionslevel auf (siehe Abbildung 12 im 
Abschnitt 5.1.2). Die IGH/CRLF2-Translokation verursachte ein höheres CRLF2-
Genexpressionniveau im Vergleich zur P2RY8/CRLF2-Fusion, während zusätzliche Kopien 
des CRLF2-Gens den geringsten Einfluss auf den Grad der CRLF2-Expression zeigten. Diese 
Beobachtung stimmt mit früheren Berichten überein.
48,103
 Durch die t(X;14) oder t(Y;14) 
Chromosomentranslokation gerät CRLF2 unter den Einfluss des Enhancers von IGH, welches 
als Bestandteil des prä-B-Zellrezeptors in der frühen B-Zellentwicklung exprimiert wird.
45,109
 
Bei der P2RY8/CRLF2-Fusion gerät CRLF2 durch eine interstitielle Mikrodeletion innerhalb 
der PAR1-Region unter den Promoter von P2RY8. Dieser G-Protein-gekoppelte Rezeptor 
wird von vielen Geweben exprimiert, u.a. auch von Lymphozyten.
110
 Es wurde gezeigt, dass 
die P2RY8-Genexpression in verschiedenen Leukämieformen erhöht ist.
111
 Durch diese 
beiden verschiedenen genetischen Aberrationen unterliegt CRLF2 der Genregulation stark 
exprimierter Gene, während zusätzliche Kopien des CRLF2-Gens üblicherweise nur zu einer 
linearen Steigerung der Genexpression führen. Bei Untersuchungen mittels MLPA wurde in 
30% der Fälle mit P2RY8/CRLF2-Fusion eine zusätzliche Amplifikation des CRLF2-Gens 
identifiziert. Dies führte zu einer signifikant höheren CRLF2-Genexpression im Vergleich zu 
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den P2RY8/CRLF2-positiven Fällen ohne zusätzliche CRLF2-Kopie (siehe Abbildung 17 in 
Abschnitt 5.1.4). 
Die Entstehung der P2RY8/CRLF2-Fusion ist ein sehr frühes Ereignis in der Leukämogenese 
und erfolgt wahrscheinlich schon im Mutterleib. So konnte die P2RY8/CRLF2-Fusion bereits 
zum Zeitpunkt der Geburt rückwirkend anhand von archivierten Guthrie-Karten 
nachgewiesen werden.
49
 Diese Annahme wird gestützt durch die Tatsache, dass die Patienten 
mit P2RY8/CRLF2-positiver pB-ALL sehr jung (medianes Alter: 3 Jahre) erkrankten. Im 
Vergleich dazu waren Patienten mit IGH/CRLF2-Translokation deutlich älter (medianes 
Alter: 14 Jahre) bei der Diagnose. In einer Studie von Russell und Kollegen wurde gezeigt, 
dass IGH-Translokationen, unabhängig von den Partnergenen, vorwiegend bei Jugendlichen 
und jungen Erwachsenen auftreten.
112
 Die genaue Ursache für diese Altersspezifität ist jedoch 
noch unklar. 
Neben der ungleichen Altersverteilung wurden auch Unterschiede im Therapieansprechen der 
verschiedenen Subgruppen mit hoher CRLF2-Genexpression beobachtet. Nahezu alle 
Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion sprachen gut auf die Therapie an und wurden in die SR- 
oder MR-Risikogruppe stratifiziert, was sich mit früheren Studien deckt.
34,46 
Ebenso zeigten 
Patienten mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens ein gutes Therapieansprechen. Im 
Gegensatz dazu war für die Subgruppe mit IGH/CRLF2-Translokation ein langsames 
Therapieansprechen (MRD-SER) charakteristisch, wodurch die Hälfte der Patienten dieser 
Subgruppe in die HR-Risikogruppe stratifiziert wurde. Auch die Überlebenszeitanalyse nach 
Kaplan-Meier offenbarte eine auffällig schlechte Prognose für Patienten mit IGH/CRLF2-
Translokation (siehe Abbildung 14 in Abschnitt 5.1.3). Die Wahrscheinlichkeit für ein 
ereignisfreies Überleben innerhalb von fünf Jahren nach der Diagnose betrug gerade einmal 
48%. Aber auch die Subgruppe mit P2RY8/CRLF2-Fusion zeigte eine um 22% niedrigere 
Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben innerhalb von fünf Jahren nach der 
Diagnose im Vergleich zu Patienten mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens. Allerdings 
war die Zeit der Nachuntersuchung noch zu kurz, um abschließende Aussagen hinsichtlich 
des Therapieerfolgs zu treffen und bedarf einer finalen Evaluation zu einem späteren 
Zeitpunkt. Um festzustellen, ob die niedrige EFS-Rate der P2RY8/CRLF2- und der 
IGH/CRLF2-Subgruppe durch eine hohe Anzahl an Rezidiven begründet ist, wurde 
zusätzlich die CRI berechnet (siehe Abbildung 15 in Abschnitt 5.1.3), welche allerdings auch 
nur vorläufig zu betrachten ist. Verglichen mit der CRI von 17% und 12% der Patienten mit 
pB-ALL aus der ALL-BFM 95 und der ALL-BFM 2000 Studie ist die Rezidivrate von 44% 
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der Patienten mit IGH/CRLF2-Translokation außergewöhnlich hoch.
16,24
 Infolgedessen wurde 
in der aktuellen AIEOP-BFM ALL 2017 Studie die genetische Diagnostik um das Screening 
nach der IGH/CRLF2-Translokation erweitert.
25
 Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion zeigten 
eine 18%ige Wahrscheinlichkeit innerhalb von fünf Jahren nach der Diagnose ein Rezidiv zu 
erleiden, während in der Subgruppe mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens kein einziges 
Rezidiv auftrat. Die schlechte Prognose der Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion wurde 
bereits in der vorangegangenen Studie von Prof. Cario und Kollegen gezeigt, welche 
vorwiegend auf einer hohen Rezidivinzidenz beruhte.
36
 Auffallend war, dass die Rezidive der 
Patienten mit P2RY8/CRLF2-Fusion ziemlich spät, zum Teil erst nach fünf Jahren nach der 
Diagnose, auftraten, was die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verhältnismäßig niedrige 
Inzidenz von 18% erklärt. Deshalb ist eine erneute Auswertung der Daten hinsichtlich des 
Therapieerfolgs in ein paar Jahren unerlässlich. Von der Arbeitsgruppe um Prof. Stanulla 
wurde eine äußerst schlechte Prognose für Patienten mit einer Deletion des IKZF1-Gens in 





 In der aktuellen AIEOP-BFM ALL 2017 Studie wurde deshalb der 
IKZF1
plus
-Status als neues HR-Kriterium implementiert.
25
 In der hier untersuchten 
P2RY8/CRLF2-Kohorte wiesen allerdings nur drei der Patienten, die ein Rezidiv erlitten, 
gleichzeitig eine IKZF1-Deletion auf. Dies deutet auf eine unabhängige prognostische 
Bedeutung der P2RY8/CRLF2-Fusion hin und sollte in der aktuellen Studie weiterverfolgt 
werden. 
Für eine weitere Charakterisierung der verschiedenen Subgruppen mit hoher CRLF2-
Genexpression wurden Veränderungen der Kopienzahl von bestimmten Genen der B-Zell-
Entwicklung und -Differenzierung untersucht. In Fällen mit hoher CRLF2-Genexpression 
assoziiert mit zusätzlichen Kopien des CRLF2-Gens wurden zusätzliche Deletionen selten 
detektiert, während zusätzliche Amplifikationen häufiger auftraten (siehe Abbildung 16 in 
Abschnitt 5.1.4). Diese Beobachtung deckt sich mit der bereits oben erwähnten Assoziation 
dieser Fälle mit einem hohen hyperdiploiden Karyotyp, welcher grundsätzlich mit einer guten 
Prognose assoziiert ist.
16,19
 Im Gegensatz dazu wurde eine enorme Häufigkeit von 
zusätzlichen Deletionen, u.a. von IKZF1, CDKN2A, CDKN2B, PAX5 und BTG1, in Fällen 
mit P2RY8/CRLF2-Fusion (70%) oder IGH/CRLF2-Translokation (94%) beobachtet. 
Allerdings konnten keine wiederkehrenden Muster innerhalb der Deletionen identifiziert 
werden. Es scheint aber, dass beide Subgruppen suszeptibel für zusätzliche genomische 
Veränderungen sind, was auf eine chromosomale Instabilität hindeuten könnte. Außerdem 
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wurden aktivierende CRLF2- und JAK2-Mutationen, welche assoziiert sind mit hoher 
CRLF2-Genexpression,
44
 vorherrschend in diesen beiden Subgruppen mittels HRM-Analyse 
detektiert. 
Strukturelle Chromosomenaberrationen wie Translokationen, Deletionen, Duplikationen und 
Inversionen entstehen in der Regel durch DNA-Doppelstrangbrüche an zwei verschiedenen 
Regionen des Genoms und das aberrante Zusammenfügen der resultierenden DNA-Enden zu 
einer neuen Anordnung. In malignen Erkrankungen des blutbildenden Systems wurden vier 
Hauptmechanismen für DNA-Doppelstrangbrüche identifiziert: (1) V(D)J-Brüche an 
konservierten Rekombinationssignalsequenzen; (2) CSR-Brüche (class switch 
recombination) an der Switch-Region von Immunglobulinen; (3) CpG-Brüche an 
methylierten CpG-Sequenzen; (4) Sequenz-unabhängige, zufällige Brüche aufgrund von z.B. 
ROS (reactive oxygen species) oder ionisierender Strahlung.
114
 Während bei der 
P2RY8/CRLF2-Fusion V(D)J-Brüche beteiligt sind, wurden bei der IGH/CRLF2-
Translokation CpG-Brüche bei CRLF2 und V(D)J-Brüche bei IGH identifiziert.
46,106
 Somit 
ist in beiden Fällen eine aberrante Aktivität des Rekombination-aktivierenden-Gen (RAG)-
Komplexes an der Erzeugung von DNA-Doppelstrangbrüchen beteiligt.
114
 Ebenso wird 
vermutet, dass Deletionen von IKZF1, CDKN2A, CDKN2B und BTG1 durch eine aberrante 
RAG-Rekombination vermittelt werden.
115-117
 Darüber hinaus demonstrierte die 
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Müschen einen Mechanismus klonaler Entwicklung 
leukämischer Zellen durch eine RAG-induzierte Anfälligkeit für genetische Aberration.
118
 
Daher lässt sich schlussfolgern, dass eine aberrante RAG-Aktivität der verantwortliche 
Mechanismus für die gehäuften Aberrationen in der P2RY8/CRLF2- und IGH/CRLF2-
Subgruppe sein könnte. Diese Hypothese muss allerdings in Zukunft noch genauer erforscht 
werden. 
Zusammengefasst ist die hohe CRLF2-Genexpression an sich nicht mit einer schlechten 
Prognose in der pB-ALL assoziiert. Allerdings könnte die erhöhte Anfälligkeit für 
akkumulierende Aberrationen von Genen der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung im 
Kontext mit einer verstärkten Proliferation, verursacht durch die hohe CRLF2-
Genexpression, zu dem beobachteten hohen Rezidivrisiko in der P2RY8/CRLF2- und 
IGH/CRLF2-positiven pB-ALL beitragen. Ungeachtet dessen stellen die P2RY8/CRLF2-
Fusion und die IGH/CRLF2-Translokation vielversprechende prognostische Marker dar, 
welche eine Stratifizierung, im Vergleich zum Therapieansprechen, bereits kurz nach der 
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Diagnose ermöglicht. Somit könnte eine frühzeitigere Intensivierung der Therapie zu einer 
Verbesserung der Heilungsrate dieser Patienten führen.  
6.3 RT-PCR als effiziente und gleichzeitig sensitive Methode zur 
Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion 
Bevor ein neuer prognostischer Marker in die Risikostratifizierung implementiert wird, sollte 
zunächst evaluiert werden, welche Methode zur Detektion angewandt werden kann, um 
sowohl die Aberration effizient zu identifizieren als auch robuste, reproduzierbare und 
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Die IGH/CRLF2-Translokation wird klassischerweise 
mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) diagnostiziert. Eine einfache Detektion der 
IGH/CRLF2-Fusion mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist schwierig, da der CRLF2-
Bruchpunkt dieser Translokation über einen weiten Bereich (>24 kb) verteilt liegen kann.
106
 
Im Gegensatz dazu gibt es verschiedene Methoden, um die P2RY8/CRLF2-Fusion zu 
detektieren, welche sich in der Sensitivität, der Durchführung und dem erforderlichen 
Patientenmaterial unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit wurden drei Methoden zur 
Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion getestet und miteinander verglichen: Multiplexe 
ligationsabhängige Sondenamplifikation (MLPA), genomische PCR und Reverse Trans-
kiptase-PCR (RT-PCR). Während bei der MLPA basierend auf genomischer DNA die 
P2RY8/CRLF2-Fusion über die Deletion von CSFRA und IL3RA identifiziert wird, wird bei 
der genomischen PCR direkt das P2RY8/CRLF2-Fusionsgen auf DNA-Ebene und bei der 
RT-PCR auf RNA-Ebene nachgewiesen. 
Die MLPA-Analyse ist eine Variante der Multiplex-PCR zur Detektion von Veränderungen 
der Kopienzahl bestimmter Gene.
86
 Verglichen mit der RT-PCR zeigte die MLPA eine 
Sensitivität von nur 56% (siehe Abbildung 18 im Abschnitt 5.2). In 52 Proben, welche mittels 
RT-PCR positiv waren für die P2RY8/CRLF2-Fusion, konnte MLPA diese nicht detektieren: 
Die Fusion konnte in keinem der 8 Fälle mit einer niedrigen CRLF2-Genexpression detektiert 
werden und für die Fälle mit einer hohen CRLF2-Genexpression identifizierte MLPA diese 
nur in 29 von 44 (66%) der mittels RT-PCR positiven Fälle. Es wurde gezeigt, dass das 
Genexpressionslevel von CRLF2 stark mit der entsprechenden Fusion-positiven Klongröße 
korreliert ist.
49
 Außerdem wurde für die MLPA-Analyse ein Detektionslimit von 20% 
(Populationsgröße detektiert mittels FISH) beschrieben.
119
 MLPA ist folglich nicht geeignet, 
um die P2RY8/CRLF2-Fusion auch in kleineren Subklonen nachzuweisen. Auf der anderen 
Seite bietet die MLPA-Analyse die Möglichkeit gleichzeitig weitere Informationen zu 
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Veränderungen der Kopienzahl anderer prognostisch relevanter Gene wie z.B. eine Deletion 
von IKZF1 zu detektieren. 
Der Nachweis der P2RY8/CRLF2-Fusion mittels genomischer PCR zeigte die gleiche 
Sensitivität verglichen mit der RT-PCR (siehe Abbildung 19 im Abschnitt 5.3). Allerdings ist 
die PCR basierend auf der genomischen DNA Bruchpunktregion-spezifisch, sodass drei 
verschiedene Primerkombinationen angewandt werden müssen, um die verschiedenen 
Bruchpunkte von beiden Fusionspartnern abzudecken.
49
 Die nach der Transkription 
resultierenden Fusionstranskripte, in welchen immer das erste nichtkodierende Exon von 
P2RY8 mit dem ersten Exon von CRLF2 fusioniert ist, können dagegen mittels RT-PCR in 
nur einer einzigen Reaktion amplifiziert werden.
44
 Der Vorteil der genomischen PCR liegt 
aber in der Möglichkeit die genomische P2RY8/CRLF2-Fusion mit einem Detektionslimit 
von 1x10
-5
 zu quantifizieren, um die entsprechende Klongröße zu bestimmen.
49
 
Neben diesen drei Methoden lässt sich die P2RY8/CRLF2-Fusion ebenfalls klassisch mittels 
FISH nachweisen mit einem Detektionslimit von 5 - 10%.
49
 Im Gegensatz zu einer einfachen 
PCR basierend auf DNA oder RNA ist die FISH-Diagnostik aufwendiger und abhängig von 
der Verfügbarkeit von Zellen. Eine methodische Weiterentwicklung der klassischen 
Zytogenetik stellt die Array-basierte vergleichende genomische Hybridisierung (Array-CGH) 
dar, mit deren Hilfe, ähnlich der MLPA-Analyse, Kopienzahlveränderungen der DNA 
detektiert werden können.
120
 Während MLPA eine kostengünstige, schnelle und einfache 
Hochdurchsatzmethode zur Untersuchung bestimmter Gene darstellt, bietet die 
kostenintensivere und aufwändigere Array-CGH die Möglichkeit das gesamte Genom 
abzudecken.
121
 Darüber hinaus ist die Array-CGH in der Lage, Hinweise auf eine 
IGH/CRLF2-Translokation zu liefern. Eine Zusammenfassung der verschiedenen Methoden 
ist in der Tabelle 18 veranschaulicht. 
Schlussendlich ist die Wahl der Methode abhängig von dem Kontext, in welchem die 
P2RY8/CRLF2-Fusion untersucht werden soll. So stellt die RT-PCR eine kostengünstige, 
effiziente und gleichzeitig sensitive Methode zur Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion dar, 
während die Array-CGH ein zukunftsweisender Ansatz zur Identifizierung mehrerer 
genetischer Marker in einer immer individualisierteren Risikoabschätzung ist. Aus diesem 
Grund erfolgt in der aktuellen AIEOP-BFM ALL 2017 Studie die Detektion der 





Diskussion  72 
Tabelle 18: Zusammenfassung der Methoden zur Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion. 
 FISH Array-CGH MLPA
 
gPCR RT-PCR 
Material Zellen DNA DNA DNA RNA 
Verbrauch 1x10
5 
500 ng 100 ng 







Detektionslimit 5 - 10% 20%
122
 20% < 5% < 5% 
Verfügbarkeit z.T. schlecht gut gut gut gut 
Abkürzungen: FISH, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; Array-CGH, Array-basierte vergleichende 
genomische Hybridisierung (Array-based comparative genomic hybridization); MLPA, multiplexe ligations-
abhängige Sondenamplifikation (multiplex ligation-dependent probe amplification); gPCR, genomische 
Polymerasekettenreaktion (genomic polymerase chain reaction); RT-PCR, Reverse Transkriptase-PCR; 
z.T., zum Teil. 
 
Neben den in der obigen Tabelle aufgeführten etablierten Methoden zur Detektion der 
P2RY8/CRLF2-Fusion sollen die Möglichkeiten des next-generation-sequencing (NGS) nicht 
unerwähnt bleiben. Die Sequenzierung des gesamten Transkriptoms mittels RNA-Seq stellt 
eine weitere Option zur Identifizierung von Fusionsgenen dar.
123
 Die Höhe des 
Transkriptlevels ist allerdings ein limitierender Faktor dieser Methode, weshalb sie 
ungeeignet für die valide Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion ist, welche häufig nur in 
einem kleinen Subklon vorhanden ist.
49
 Im Vergleich dazu bietet die gezielte Sequenzierung 
mittels RNA CaptureSeq eine sensitive, schnelle und einfache Alternative.
124
 Die 
italienischen Kollegen um Dr. Cazzaniga veröffentlichten vor Kurzem ein für die Diagnostik 
der pB-ALL optimiertes Protokoll zur Identifizierung von Fusionsgenen unter Anwendung 
der RNA CaptureSeq.
125
 Mithilfe der von ihnen beschriebenen Vorgehensweise 
demonstrierten sie eine vom Expressionlevel unabhängige Detektion der in der pB-ALL 
bekannten Fusionsgene, u.a. auch der P2RY8/CRLF2-Fusion, und identifizierten darüber 
hinaus noch weitere neue Fusionsgene. In Zukunft könnte dieser NSG-basierte Ansatz nach 
weiterer Evaluation Anwendung in der Routinediagnostik der pB-ALL finden. 
6.4 P2RY8/CRLF2-positive ALL ist durch ein distinktes 
Genexpressionsprofil gekennzeichnet 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von potentiellen Faktoren, welche zu 
der hohen Rezidivinzidenz der P2RY8/CRLF2-positiven Patienten beitragen. Basierend auf 
der Beobachtung, dass die Fusion im Rezidiv häufig nicht mehr vorhanden ist, wird vermutet, 
dass ein P2RY8/CRLF2-positiver Klon nicht den selektiven Vorteil besitzt, um ein Rezidiv zu 
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entwickeln.
49
 Die P2RY8/CRLF2-Aberration scheint nur ein Surrogatmarker für eine 
schlechte Prognose ohne ursächliche Relevanz zu sein. Eine mögliche Ursache für die 
schlechte Prognose dieser Patientengruppe wurde bereits im Abschnitt 6.2 diskutiert. Eine 
erhöhte Anfälligkeit für akkumulierende Aberrationen von Genen der B-Zell-Entwicklung 
und -Differenzierung im Kontext mit einer verstärkten Proliferation, verursacht durch die 
hohe CRLF2-Genexpression, spielt womöglich eine wesentliche Rolle dabei. Es wurde ein 
spezifisches Genexpressionsprofil der P2RY8/CRLF2-Subgruppe mittels einer 
vergleichenden NGS-basierten Transkriptom-Analyse mit CRLF2-hochexprimierenden 
Fällen mit und ohne P2RY8/CRLF2-Fusion erstellt. Hierzu wurde ein zum Zeitpunkt der 
Durchführung innovativer und kostengünstiger Ansatz unter Verwendung von gepoolter 
RNA der zwei Gruppen für die NGS-Analysen verfolgt. Zur Validierung der Ergebnisse 
wurden exemplarisch 11 Kandidatengene mittels qPCR auf individueller Patientenebene 
untersucht (siehe Abbildung 20 im Abschnitt 5.3.2). Für neun der elf Kandidatengene 
konnten die Resultate der gepoolten NGS-basierten Transkriptom-Analyse mit 
entsprechender Signifikanz bestätigt werden. Bei zwei Kandidatengenen wurde zwar dieselbe 
Tendenz beobachtet, allerdings ohne Erreichen der Signifikanzgrenze. Mit Hilfe einer 
Heatmap zur Visualisierung der einzelnen Genexpressionswerte der Patienten lassen sich die 
P2RY8/CRLF2-positive Subgruppe und die P2RY8/CRLF2-negative Kontrollgruppe anhand 
des Genexpressionsprofil der neun differentiell exprimierten Kandidatengene deutlich 
voneinander unterscheiden (siehe Abbildung 21 im Abschnitt 5.3.2). Somit stellt die 
vergleichende NGS-basierte Transkriptom-Analyse mit gepoolten Proben eine geeignete und 
kostensparende Methode zur Identifizierung von gruppenspezifischen Genexpressions-
mustern dar, welche bereits früher in verschiedenen anderen Forschungsbereichen 
Anwendung fand.
126-130
 Auf der anderen Seite erfordert dieser gepoolte Ansatz eine 
gewissenhafte Planung der Kohortenzusammensetzung, da rückwirkend keine Proben wieder 
ausgeschlossen werden können. So enthielt der Kontrollpool ohne P2RY8/CRLF2-Fusion 
dieser Transkriptomanalyse auch Fälle mit IGH/CRLF2-Translokation, für welche im 
Nachhinein ebenfalls eine schlechte Prognose identifiziert wurde. Da diese vier 
Patientenproben aber nur einen geringen Anteil des Kontrollpools ausmachten und die 
Ergebnisse der Validierungskohorte ohne IGH/CRLF2-Fälle mit denen der 
Transkriptomanalyse übereinstimmten, wurde diese Unstimmigkeit für die Analyse der 
gewonnenen Transkriptom-Daten weitgehend vernachlässigt. 
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Insgesamt wurden auf diese Weise 553 differentiell exprimierte Transkripte in den 
Lymphoblasten der beiden CRLF2-hochexprimierenden Gruppen identifiziert. Die 
Interpretation der Genexpressionsdaten erfolgte mit Hilfe verschiedener Analyse-Softwares, 
um Assoziationen zwischen Transkriptionsprofil und beobachtetem Phänotyp zu eruieren 
(siehe Abschnitt 5.3.3). Für die P2RY8/CRLF2-positive ALL wurde ein distinktes 
Genexpressionsprofil identifiziert, welches charakterisiert ist durch eine niedrigere 
Expression von Genen des TGFβ-Signalweges und der Immunantwort in der Rezidiv-
anfälligen Subgruppe mit P2RY8/CRLF2-Fusion im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne 
Fusion. TGFβ ist ein bedeutendes regulatorisches Zytokin mit vielfältigen Effekten auf 
hämatopoetische Zellen.
131
 Nach allgemeiner Auffassung ist TGFβ der wirksamste Inhibitor 
der Zellzyklusprogession in hämatopoetischen Vorläuferzellen.
132
 Folglich könnte eine 
verminderte Aktivität des TGFβ-Signalweges zur erhöhten Proliferation der Lymphoblasten 
mit P2RY8/CRLF2-Fusion beitragen. Diese Vermutung deckt sich mit der höheren 
Expression an der DNA-Replikation beteiligter Gene in der P2RY8/CRLF2-Subgruppe im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. Außerdem zeigte die Gruppe mit P2RY8/CRLF2-Aberration 
eine höhere Expression von Genen, welche an Mechanismen der DNA-Reparatur und 
homologen Rekombination beteiligt sind. Dies könnte auf einen erhöhten Reparaturbedarf 
von DNA-Schädigungen aufgrund einer chromosomalen Instabilität hindeuten und deckt sich 
mit der in Abschnitt 6.2 diskutierten Hypothese. Darüber hinaus wurden auch Gene des 
prä-B-Zellrezeptor-Signalweges wie VPREB1, CD79B, BLNK und sogar RAG1 in der 
P2RY8/CRLF2-Subgruppe höher exprimiert, was eine verstärkte RAG-Aktivierung 
nahelegt.
133
 Somit konnte mit Hilfe der Transkriptom-Analyse die Hypothese, dass eine 
aberrante RAG-Rekombination der verantwortliche Mechanismus für die gehäuften 
Aberrationen in der P2RY8/CRLF2-Subgruppe sein könnte und mit der Entstehung der hohen 
Rezidivanfälligkeit assoziiert ist, weiter bestärkt werden. 
Um potentielle Wirkstoffe zu identifizieren, welche dem Rezidiv-assoziierten 
Genexpressionsprofil der P2RY8/CRLF2-Subgruppe entgegenwirken, wurde die CMAP-
Datenbank genutzt. Es wurden drei vielversprechende Kandidatenwirkstoffe identifiziert, 
welche potentiell in der Lage wären, das Genexpressionsprofil der P2RY8/CRLF2-positiven 
ALL zu invertieren. Sowohl Podophyllotoxin als auch Vinblastin und Anisomycin sind 
gekennzeichnet durch eine antiproliferative Wirkung.
134,135
 Vor allem Vinblastin ist ein in der 
Krebstherapie bekanntes Zytostatika, welches u.a. beim Hodgkin-Lymphom und Non-
Hodgkin-Lymphom sowie Kaposi-Sarkom oder Mammakarzinom Anwendung findet.
136-139
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Verwandte Vincaalkaloiden wie Vincristin und Vindesin sind bereits feste Bestandteile der 
AIEOP-BFM ALL Behandlungsprotokolle. 
6.5 Gezielte Therapieansätze der CRLF2-deregulierten ALL 
Neben den anhand des Genexpressionsprofils identifizierten Wirkstoffen bieten gezielt 
wirkende Therapieansätze die Möglichkeit, in die durch die hohe CRLF2-Genexpression 
deregulierten Signalwege der Leukämiezelle einzugreifen (siehe Abbildung 28).  
 
Abbildung 28: Schematische Darstellung der TSLP-Signalwege und gezielte therapeutische 
Ansatzmöglichkeiten (rot). Abkürzungen: TSLP, thymic stromal lymphopoietin; CRLF2, cytokine 
receptor-like factor 2; IL7Rα, Interleukin-7-Rezeptor α; JAK, Januskinasen; STAT, Signaltransduktor 
und Aktivator der Transkription; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinasen; PKB, Proteinkinasen B; 
mTORC1, mechanistic target of rapamycin complex 1; P, Phosphatgruppe; HSP90, heat shock protein 
90; HDAC, Histon-Deacetylasen; PTEN, phosphatase and tensin homolog; PDPK1, 3-
phosphoinositide dependent protein kinase 1. 
 
Dementsprechend könnten theoretisch Antikörper gegen den Liganden TSLP diesen binden 
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und dadurch eine Rezeptorbindung und die daraus resultierende Aktivierung des Signalweges 
blockieren. Ebenso würden Antikörper gegen CRLF2 oder IL7Rα eine Rezeptorbindung und 
-aktivierung verhindern. Da eine hohe CRLF2-Genxpression häufig aber mit zusätzlichen 
aktivierenden Mutationen des CRLF2- oder JAK2-Gens assoziiert ist, welche zu einer 
Aktivierung der Signalwege unabhängig von der Liganden-Rezeptorbindung führen,
44
 sind 
diese Ansatzmöglichkeiten allein wahrscheinlich unzureichend. 
Von größerer Bedeutung sind in diesem Fall die Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs), welche 
gezielt deregulierte Tyrosinkinasen hemmen. Ruxolitinib ist ein dualer JAK1/JAK2-Inhibitor 
und wird bereits bei der Myelofibrose angewandt.
140
 Auch bei refraktärer oder 
rezidivierender akuter myeloischer Leukämie (AML) und ALL wurde Ruxolitinib in Phase 
I/II-Studien erfolgreich getestet.
141,142
 Ebenso ist Momelotinib ein JAK1/JAK2-Inhibitor, 
welcher in klinischen Studien myeloproliferativer Neoplasien (MPN) und des 
Pankreaskarzinom getestet wird.
143,144
 In einer präklinischen Studie wurde für beide JAK-
Inhibitoren eine zytotoxische Wirkung auf pB-ALL-Zellen mit JAK-Aberration gezeigt.
145
 
Beides sind Typ I-Inhibitoren und binden kompetitiv an die aktive Konformation der 
Kinasedomäne. Allerdings wurde ein Rebound-Effekt beobachtet, bei dem es nach dem 
Ablösen des Inhibitors zu einer starken Reaktivierung des JAK/STAT-Signalweges kam. 
Deshalb wurde ein Typ II-Inhibitor CHZ868 entwickelt, welcher JAK2 in der inaktiven 
Konformation stabilisiert.
146
 In in vitro und in vivo Experimenten wurde eine wirksame 
Unterdrückung des Wachstums von pB-ALL-Zellen mit CRLF2-Aberration gezeigt, sowie 
die Unterbrechung des JAK/STAT-Signalweges und ein verbessertes Überleben im 
Xenograft-Mausmodell. Diese Effekte wurden durch die Kombination mit Dexamethason, 
einem Kortikosteroid, noch verstärkt. Klinische Studien zur Überprüfung dieses 
vielversprechenden JAK-Inhibitors müssen noch folgen. 
Alternativ könnte die JAK-Aktivität indirekt durch HSP90-Inhibitoren unterdrückt werden. 
Das heat shock protein 90 (HSP90) ist ein molekulares Chaperon, welches für die Faltung, 
Aktivierung und Stabilisierung einer Vielzahl von Substratproteinen, u.a. den JAKs benötigt 
wird.
147
 So wurde experimentell eine Degradation der JAKs durch das Proteasom unter 
HSP90-Inhibition beobachtet. Es befinden sich mehrere HSP90-Inhibitoren in klinischen 
Studien verschiedener maligner Erkrankungen.
148
 Für die pB-ALL mit CRLF2-Aberration 
wurde in präklinischen Studien eine vielfach höhere Wirksamkeit im Vergleich zu JAK-
Inhibitoren gezeigt.
149
 Auf der anderen Seite wirken HSP90-Inhibitoren weniger selektiv 
aufgrund des großen Substratspektrums von HSP90. Desweiteren induzieren auch Histon-
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Deacetylasen (HDACs)-Inhibitoren eine proteasomale Degradation der JAKs durch die 
Hyperacetylierung von HSP90 und der damit verbundenen Inhibierung seiner Funktion als 
Chaperon.
150
 In in vitro Experimenten wurde gezeigt, dass der HDAC-Inhibitor Givinostat 
die Proliferation von pB-ALL-Zelllinien mit CRLF2-Aberration inhibiert und deren Apoptose 
induziert.
151
 Klinische Studien sind notwendig, um diese therapeutischen Ansätze zur 
gezielten Intervention der JAK-vermittelten Signalwege in der pB-ALL zu untersuchen, 
insbesondere bei Resistenz gegenüber JAK-Inhibitoren. Eine weitere Möglichkeit zur 
Unterbrechung des JAK/STAT-Signalweges stellen STAT-Inhibitoren dar. Da 
Transkriptionsfaktoren keine enzymatische Aktivität besitzen, ist die Entwicklung direkter 
Inhibitoren schwierig. Es wird an der Entwicklung von Peptidmimetika, niedermolekularen 
Inhibitoren und Oligonukleotiden gearbeitet.
152
 Allerdings sind zurzeit kaum 
Wirkstoffkandidaten für klinische Studien vorgesehen und die Erforschung dieses 
therapeutischen Ansatzes bedarf noch einiger Zeit. 
Um gezielt in den PI3K/mTOR-Signalweg einzugreifen, gibt es aufgrund der Komplexität 
dieses Signalweges eine Vielzahl von Möglichkeiten. Als Inhibitoren der Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K) sind derzeit Copanlisib beim follikulären Lymphom sowie Duvelisib und 
Idelalisib beim follikulären Lymphom und chronischer lymphatischer Leukämie (CLL) 
zugelassen.
153-155
 Eine Vielzahl weiterer Inhibitoren wird in klinischen Studien getestet. Auch 
für die ALL befinden sich mehrere PI3K-Inhibitoren in präklinischen Studien und zwei, 
Buparlisib und Dactolisib, in klinischen Studien.
156
 Das wohl größte Problem der aktuell 
zugelassenen PI3K-Inhibitoren sind die z.T. schweren Nebenwirkungen. Die Phosphatase 
phosphatase and tensin homolog (PTEN) ist ein Tumorsupressor und Antagonist der PI3K.
157
 
Eine Erhöhung der PTEN-Aktivität durch z.B. direkte Gabe von zellgängiger PTEN, 
Inhibition der MikroRNA (miRNA) von PTEN oder Gentherapie sind zukunftsweisende 
therapeutische Ansätze und stellen Alternativen zu PI3K-Inhibitoren dar.
158
 Die 
Proteinkinasen B (PKB) spielen eine zentrale Rolle in diesem Signalweg und können direkt, 
oder indirekt durch Inhibitoren der 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 (PDPK1) 
inhibiert werden. PDPK1 spielt eine entscheidende Rolle im PI3K/mTOR-Signalweg durch 
die Aktivierung von PKB.
159
 Die Inhibition von PDPK1 im Vergleich zu PI3K oder PKB hat 
den Vorteil, dass nur eine einzige Isoform existiert. Auf der anderen Seite ist PDPK1 in der 
Lage einer Vielzahl weiterer AGC-Proteinkinasen zu phosphorylieren und aktivieren, sodass 
die Inhibition zu einer Reihe von Nebeneffekten führen könnte.
160
 Mehrere Pharmakonzerne 
arbeiten an der Entwicklung von PDPK1-Inhibitoren mit dem Ziel einer möglichst selektiven 
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Inhibition.
161
 Aufgrund der zentralen Rolle der PKB und der Beeinflussung von vielfältigen 
Prozessen, welche zur Tumorgenese beitragen, stellen PKB-Inhibitoren in vielen malignen 
Erkrankungen eine attraktive Behandlungsstrategie dar. Es wurden bereits verschiedenste 
PKB-Inhibitoren wie ATP-kompetitive, allosterische oder irreversible Inhibitoren entwickelt, 
welche sich zurzeit in klinischen Studien befinden; allerdings noch keine zur Behandlung der 
ALL.
162
 Die Inhibition des mechanistic target of rapamycin (mTOR) ist limitiert aufgrund 
von Rückkopplungsschleifen im Signalweg und der Bedeutung von mTOR in der normalen 
Physiologie.
163
 Außerdem inhibiert der klassische mTOR-Inhibitor Rapamycin nur einige 
Effekte von mTOR.
164
 mTOR-Inhibitoren der zweiten Generation hingegen binden an der 
ATP-Bindestelle der Kinasedomäne und blockieren somit den mTOR-Komplex 1 und 2 
(mTORC1/2).
165
 Aufgrund von strukturellen Übereinstimmungen konservierter Bereiche 
wurden duale PI3K/mTOR-Inhibitoren entwickelt.
163
 Diese dualen Inhibitoren wirken der 
durch Rückkopplung verursachten Hochregulation von PI3K nach selektiver mTORC1-
Inhibition entgegen und zeigten eine vielversprechende antileukämische Wirkung in 
präklinischen Studien der pB-ALL.
166
 
Der Fortschritt in der Entwicklung gezielter Wirkstoffe ermöglicht vielfältige 
Therapieansätze für die CRLF2-deregulierte ALL. Viele dieser Therapeutika befinden sich 
allerdings noch in präklinischen oder klinischen Studien, sodass die Überprüfung dieser 
Behandlungsstrategien erst in ferner Zukunft abgeschlossen sein wird. Da eine hohe CRLF2-
Genexpression sowohl den JAK/STAT-Signalweg als auch den PI3K/mTOR-Signalweg 
aktiviert, scheint eine kombinatorische Inhibition beider Signalwege am effektivsten zu 
sein.
167
 Außerdem ist zu bedenken, dass gezielt wirkende Inhibitoren, wie z.B. Imatinib zur 
Behandlung von BCR/ABL1-positiver ALL, erst in Kombination mit konventioneller 
Chemotherapie zu einer drastischen Verbesserung der Heilungsrate geführt haben.
168
 Daraus 
ergeben sich unzählige Kombinationsmöglichkeiten, wann, welche und in welcher Dosis 
gezielt wirkende Therapeutika die Behandlung der CRLF2-deregulierten ALL zu optimieren 
vermögen. Auch die Entwicklung von Resistenzen gegenüber bestimmten Wirkstoffen, das 
Auftreten von schwerwiegenden Nebenwirkungen sowie der Einfluss der Mikroumgebung 
des Knochenmarks auf die Leukämiezellen stellen für den erwünschten Therapieerfolg eine 
große Herausforderung dar. Nichtsdestotrotz geben der bislang erzielte Forschungsstand und 
die fortschreitenden diagnostischen und therapeutischen Möglichkeiten Hoffnung, dass in 
Zukunft nahezu alle Patienten mit ALL erfolgreich therapiert werden können. 
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6.6 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl die prognostische Relevanz der hohen CRLF2-
Genexpression innerhalb der T-ALL, als auch der P2RY8/CRLF2-Fusion innerhalb der 
pB-ALL bestätigt werden. Außerdem wurde eine unerwartet hohe Inzidenz der IGH/CRLF2-
Translokation innerhalb der pB-ALL verbunden mit einer sehr schlechten Prognose 
aufgedeckt, infolgedessen die genetische Diagnostik in der aktuellen AIEOP-BFM ALL 2017 
Studie um das Screening nach der IGH/CRLF2-Translokation erweitert wurde.
25
 Allerdings 
war im Rahmen dieser Arbeit die Zeit der Nachuntersuchung noch zu kurz, um abschließende 
Aussagen hinsichtlich des Therapieerfolgs treffen zu können und bedarf in Zukunft einer 
finalen Evaluation. 
Mit einer Inzidenz von rund 15% stellt die hohe CRLF2-Genexpression einen 
vielversprechenden Marker innerhalb der eher heterogenen T-ALL dar, für die bislang keine 
prognostisch relevanten Subgruppen definiert werden konnten. Eine Langzeituntersuchung 
zur Validierung der prognostischen Bedeutung der hohen CRLF2-Genexpression in einer 
großen repräsentativen T-ALL Kohorte sowie die Untersuchung des bislang noch unklaren 
molekularen Mechanismus, welcher zu einer hohen CRLF2-Genexpression in der T-ALL 
führt, stellen zukünftige Aufgaben dar. 
Auch innerhalb der pB-ALL scheint für rund 10% der Fälle mit hoher CRLF2-Genexpression 
der zugrundeliegende Mechanismus noch unbekannt zu sein und bedarf weiterer Studien. 
Desweiteren deuten die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dass sowohl für die 
P2RY8/CRLF2- als auch für die IGH/CRLF2-Subgruppe eine aberrante RAG-Aktivität der 
verantwortliche Mechanismus für akkumulierende Aberrationen von Genen der B-Zell-
Entwicklung und -Differenzierung sein könnte. Im Kontext mit einer verstärkten 
Proliferation, verursacht durch die hohe CRLF2-Genexpression, scheint diese zu dem 
beobachteten hohen Rezidivrisiko in den beiden Subgruppen der pB-ALL beizutragen. Diese 
Hypothese muss in Zukunft noch genauer überprüft werden. Ungeachtet dessen stellen die 
P2RY8/CRLF2-Fusion und die IGH/CRLF2-Translokation vielversprechende prognostische 
Marker dar, welche eine Stratifizierung, im Vergleich zum Therapieansprechen, bereits kurz 
nach der Diagnose ermöglicht. Somit könnte in Zukunft eine frühzeitigere Intensivierung der 
Therapie zu einer Verbesserung der Heilungsrate dieser Patienten führen. Aber auch der 
Einsatz gezielt wirkender Therapeutika, welche in die durch die hohe CRLF2-Genexpression 
deregulierten Signalwege der Leukämiezelle eingreifen, bieten für die Zukunft neue 
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Möglichkeiten die Heilungschancen dieser Patienten zu verbessern. So ist in der aktuellen 
AIEOP-BFM ALL 2017 Studie eine experimentelle Behandlung mit gezielt wirkenden TKIs 
für Patienten mit entsprechender Aberration möglich, wenn diese eine Resistenz gegenüber 
der Protokolltherapie (molekulare Non-Response) aufweisen.
25
 Zugleich wurde in die erst 
kürzlich gestartete amerikanische Studie „Total Therapy XVII for Newly Diagnosed Patients 
With Acute Lymphoblastic Leukemia and Lymphoma“ (NCT03117751) die Behandlung von 
P2RY8/CRLF2- oder IGH/CRLF2-positiven Patienten mit Ruxolitinib integriert.
169
 Die 
Resultate dieser Studien bleiben abzuwarten. 
Für die Implementierung neuer prognostischer Marker in die Risikostratifizierung bzw. das 
Behandlungsprotokoll spielt die Wahl der diagnostischen Methode eine wesentliche Rolle. 
Während die IGH/CRLF2-Translokation klassischerweise mittels FISH diagnostiziert wird, 
gibt es für die Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion verschiedene Methoden, welche sich in 
der Sensitivität, der Durchführung und dem erforderlichen Patientenmaterial unterscheiden. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Methoden: MLPA, genomische PCR und 
RT-PCR getestet und miteinander verglichen. Hierbei stellte sich die RT-PCR als eine 
kostengünstige, effiziente und gleichzeitig sensitive Methode zur Detektion der 
P2RY8/CRLF2-Fusion heraus. Allerdings ist die Wahl der Methode auch abhängig von dem 
Kontext, in welchem die Fusion untersucht werden soll. So bietet eine methodische 
Weiterentwicklung der klassischen Zytogenetik, die Array-CGH, die Möglichkeit zur 
simultanen Identifizierung mehrerer genetischer Marker und findet deshalb in der aktuellen 





auch das NGS-basierte RNA CaptureSeq bietet vielversprechende Möglichkeiten für die 
Detektion von Fusionsgenen.
125
 Zur Gewährleistung robuster, reproduzierbarer und 
vergleichbarer Ergebnisse sollte zukünftig eine Evaluation dieser zukunftsweisenden 
Methoden für die Detektion der P2RY8/CRLF2-Fusion erfolgen. 
Die weitere Untersuchung der ALL im Kindesalter mit hoher CRLF2-Genexpression bleibt 
auch zukünftig wegen der noch offenen mechanistischen Fragen und den vielfältigen 
Möglichkeiten der gezielten therapeutischen Intervention ein interessantes und wichtiges 
Forschungsgebiet. 
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8. Anhang 
8.1 Tabelle S1 
Tabelle S1: Klinische Parameter der Patienten mit hoher CRLF2-Genexpression stratifiziert 
nach dem Vorhandensein der P2RY8/CRLF2-Fusion. Links: Vergleich der Patientengruppen 
der NGS-Analyse. Rechts: Vergleich der Patienten der Validierungskohorte mittels qPCR. 
 
NGS-Kohorte (n = 35)  Validierungskohorte (n = 54) 
 P2RY8/CRLF2+ P2RY8/CRLF2- Pa  P2RY87CRLF2+ P2RY8/CRLF2- Pa 
Anzahl Patienten (%) 17 (48,6) 18 (51,4)   27 (50,0) 27 (50,0)  
Alter in Jahren (%) 















































Initiale WBC/µl (%) 
< 10.000 
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Abkürzungen: NGS, Transkriptom-Analyse (next-generation-sequencing); WBC, Leukozyten (white blood cells); PCR, 
Polymerase-Kettenreaktion; MRD, Minimale Resterkrankung (minimal residual disease). 
aExakter Fisher-Test zum Vergleich der P2RY8/CRLF2+- und P2RY8/CRLF2--Gruppe. 
bGut: < 1.000 leukämische Blasten/µl an Therapietag 8; Schlecht: > 1.000 /µl. 
cRisikostratifizierung mittels PCR-MRD an Therapietag 33 und 78; Standardrisiko: MRD-negativ an Tag 33 und Tag 78; 
Mittleres Risiko: MRD-positiv an Tag 33 und/oder Tag 78, und MRD-Last < 10-3 an Tag 78; Hochrisiko: MRD-Last ≥ 10-3 
an Tag 78. 
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8.2 Manuskript 1 
„Molecular characterization of acute lymphoblastic leukemia with high CRLF2 gene 
expression in childhood“ 
 
Schmäh J, Fedders B, Panzer-Grümayer R, Fischer S, Zimmermann M, Dagdan E, Bens S, 
Schewe D, Möricke A, Bleckmann K, Siebert R, Schrappe M, Stanulla M, Cario G 
Pediatric Blood and Cancer, 2017 Oct;64(10). 
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8.3 EFS und CRI für DS-Patienten mit pB-ALL 
 
Abbildung S1: Überlebenskurven und 5-Jahres EFS-Rate für Patienten mit Down-Syndrom 
entsprechend des CRLF2-Genexpressionslevels. Die Überlebenszeitanalyse für DS-Patienten mit niedriger 
(blau) und hoher (rot) CRLF2-Genexpression erfolgte nach Kaplan-Meier. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) 
wurden mit Hilfe des Log-rank-Tests beurteilt. Abkürzungen: pEFS, Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien 
Überlebens (probabilty of event free survival); SE, Standardfehler (standard error); n, Anzahl. 
 
 
Abbildung S2: Kumulative Rezidivinzidenz für Patienten mit Down-Syndrom entsprechend des CRLF2-
Genexpressionslevels. Die Berechnung der 5-Jahres CRI für DS-Patienten mit niedriger (blau) und hoher (rot) 
CRLF2-Genexpression erfolgte nach der Methode von Kalbfleisch und Prentice. Signifikante Unterschiede (p < 
0,05) wurden mit Hilfe des Gray-Tests beurteilt. Abkürzungen: CRI, kumulative Rezidivinzidenz (cumulative 
incidence of relapse); SE, Standardfehler (standard error); n, Anzahl. 
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8.4 Tabelle S2 
Tabelle S2: Liste der signifikant niedriger exprimierten Transkripte in Lymphoblasten der 
P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe. 
# Gen log2(fcMACE) log2(fcST-DGE) mittlerer log2(fc) mittlerer p-Wert 
1 IL1R2 -5,419 -5,994 -5,706 6,42E-09 
2 LY6H -6,141 -5,186 -5,664 9,36E-06 
3 ZCCHC12 -3,919 -7,093 -5,506 3,28E-14 
4 NTRK1 -6,231 -4,751 -5,491 2,46E-36 
5 BMP6 -4,585 -6,093 -5,339 4,32E-07 
6 IL24 -4,105 -6,396 -5,251 4,89E-09 
7 MYT1L -3,520 -6,859 -5,190 2,61E-08 
8 VGF -5,436 -4,579 -5,007 4,06E-17 
9 CLDN5 -4,968 -4,803 -4,885 4,64E-87 
10 COL13A1 -5,061 -4,646 -4,853 2,56E-04 
11 SORCS2 -5,061 -4,356 -4,709 9,41E-04 
12 ITGB5 -4,231 -5,093 -4,662 1,28E-03 
13 LOXHD1 -4,195 -5,117 -4,656 3,59E-17 
14 DOCK4 -4,148 -5,093 -4,621 3,59E-05 
15 SHISA2 -4,685 -4,379 -4,532 3,81E-19 
16 LAMB2 -3,383 -5,579 -4,481 1,56E-05 
17 TMSB15A -3,646 -5,093 -4,370 9,35E-03 
18 BMP3 -5,190 -3,508 -4,349 1,52E-02 
19 KIAA1199 -4,000 -4,587 -4,293 1,02E-21 
20 SIX3 -4,383 -4,186 -4,285 1,84E-03 
21 RET -3,968 -4,356 -4,162 9,91E-04 
22 PDGFB -3,148 -5,093 -4,121 1,15E-04 
23 TKTL1 -4,646 -3,579 -4,112 4,14E-06 
24 SEPT12 -2,761 -5,434 -4,098 1,12E-03 
25 LRRC32 -4,011 -3,927 -3,969 7,65E-218 
26 ABLIM2 -2,761 -4,994 -3,878 1,15E-03 
27 TM4SF1 -2,868 -4,771 -3,820 1,12E-02 
28 TNFRSF12A -2,494 -4,994 -3,744 4,91E-05 
29 LOC100507012 -2,968 -4,508 -3,738 8,02E-04 
30 GOLIM4 -2,724 -4,646 -3,685 2,41E-04 
31 RAMP1 -4,083 -3,212 -3,648 9,39E-13 
32 NKX3-1 -2,487 -4,646 -3,567 2,41E-04 
33 DDIT4L -3,907 -3,203 -3,555 1,59E-144 
34 GNAT1 -4,383 -2,689 -3,536 2,14E-04 
35 PXDC1 -1,535 -5,356 -3,446 1,79E-03 
36 HS6ST2 -2,597 -4,186 -3,392 4,99E-06 
37 FAM57A -3,868 -2,887 -3,378 8,13E-04 
38 PPAP2B -3,743 -2,941 -3,342 2,37E-11 
39 IL3RA -3,233 -3,338 -3,285 6,01E-127 
40 ZC3H12C -3,309 -3,186 -3,248 1,29E-04 
41 NACAD -2,761 -3,710 -3,236 1,12E-03 
42 CAP2 -1,283 -5,186 -3,235 8,9E-02 
43 PMEPA1 -2,156 -4,274 -3,215 2,33E-07 
44 IER3 -3,042 -3,308 -3,175 3,15E-139 
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45 OPLAH -2,834 -3,508 -3,171 7,62E-08 
46 SULF2 -3,174 -3,153 -3,164 1,79E-42 
47 SPRED2 -4,868 -1,356 -3,112 1,06E-02 
48 CXCR7 -3,254 -2,970 -3,112 1,58E-25 
49 NOV -3,968 -2,196 -3,082 2,94E-20 
50 F3 -2,693 -3,449 -3,071 1,59E-06 
51 IVNS1ABP -3,009 -3,096 -3,053 1,49E-145 
52 BDKRB2 -2,868 -3,186 -3,027 2,79E-06 
53 RIN2 -2,771 -3,254 -3,013 2,86E-13 
54 PPFIBP2 -2,646 -3,356 -3,001 2,46E-05 
55 IER5L -1,724 -4,186 -2,955 1,84E-03 
56 ARNT2 -1,919 -3,941 -2,930 1,21E-04 
57 SEC14L2 -2,646 -3,210 -2,928 5,52E-20 
58 SPRED1 -1,798 -3,959 -2,878 2,18E-07 
59 SPRY4 -2,761 -2,994 -2,878 1,12E-03 
60 TMEM158 -2,868 -2,836 -2,852 1,16E-15 
61 BMPR1B -1,605 -4,093 -2,849 1,84E-04 
62 WNT11 -3,120 -2,508 -2,814 3,39E-06 
63 CNKSR3 -2,283 -3,222 -2,753 2,19E-03 
64 GLT1D1 -3,136 -2,369 -2,752 4,83E-10 
65 EMILIN2 -2,313 -3,108 -2,711 7,63E-23 
66 SGK1 -2,038 -3,307 -2,673 3,32E-71 
67 PDE2A -1,873 -3,434 -2,654 4,15E-16 
68 CABLES1 -2,254 -3,023 -2,638 9,61E-06 
69 CCND1 -3,127 -2,117 -2,622 8,20E-14 
70 C16orf45 -3,646 -1,594 -2,620 8,54E-07 
71 SDC4 -1,954 -3,274 -2,614 3,46E-07 
72 MAFF -1,777 -3,434 -2,606 1,64E-09 
73 EXOSC4 -2,428 -2,643 -2,535 9,70E-55 
74 PBX4 -1,739 -3,324 -2,531 1,56E-04 
75 EPPK1 -2,061 -2,994 -2,527 2,15E-03 
76 AGPAT9 -2,646 -2,388 -2,517 2,11E-03 
77 LOC256021 -3,309 -1,701 -2,505 2,08E-03 
78 ATP9A -2,270 -2,689 -2,480 1,95E-06 
79 IPCEF1 -2,676 -2,260 -2,468 2,18E-12 
80 HBZ -1,646 -3,274 -2,460 1,70E-04 
81 SLAMF1 -3,148 -1,689 -2,419 4,32E-03 
82 SYNJ2 -2,309 -2,518 -2,414 1,17E-11 
83 RNF165 -2,195 -2,615 -2,405 9,90E-24 
84 NOTCH2 -2,035 -2,771 -2,403 7,42E-08 
85 TREM1 -2,263 -2,540 -2,401 9,62E-09 
86 SYTL3 -2,326 -2,390 -2,358 4,87E-20 
87 SLC26A11 -2,093 -2,611 -2,352 6,48E-07 
88 DOCK9 -2,015 -2,672 -2,344 4,75E-05 
89 CD83 -2,052 -2,620 -2,336 2,09E-62 
90 STX11 -1,715 -2,925 -2,320 1,10E-18 
91 TBC1D8 -2,131 -2,508 -2,320 4,12E-04 
92 CCL17 -2,189 -2,431 -2,310 5,94E-160 
93 EGR2 -1,898 -2,701 -2,299 3,59E-04 
94 NR1D1 -1,904 -2,680 -2,292 5,88E-08 
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95 LOC100509457 -2,035 -2,545 -2,290 3,25E-38 
96 SEZ6 -2,283 -2,257 -2,270 2,39E-03 
97 CD109 -1,582 -2,923 -2,253 5,92E-14 
98 GAS2L3 -2,120 -2,302 -2,211 2,52E-03 
99 EXT1 -3,061 -1,356 -2,209 5,16E-02 
100 SOX7 -1,696 -2,672 -2,184 2,85E-15 
101 CECR6 -2,789 -1,570 -2,179 2,92E-10 
102 FAM108C1 -2,513 -1,845 -2,179 2,10E-28 
103 HLA-DQA2 -1,254 -3,093 -2,173 2,30E-02 
104 MTSS1L -1,515 -2,763 -2,139 3,95E-21 
105 RHBDF1 -1,283 -2,971 -2,127 4,86E-04 
106 KLF9 -2,223 -1,954 -2,088 1,36E-88 
107 SLCO4A1 -2,087 -2,079 -2,083 8,94E-05 
108 CACNA2D4 -2,220 -1,930 -2,075 4,08E-10 
109 SNX9 -1,727 -2,386 -2,057 3,45E-42 
110 TGFBR1 -2,324 -1,788 -2,056 4,43E-10 
111 ZNF711 -2,787 -1,269 -2,028 9,79E-04 
112 SIPA1L1 -2,401 -1,622 -2,011 8,26E-13 
113 NRN1 -1,830 -2,163 -1,997 5,38E-09 
114 NGFR -2,097 -1,864 -1,981 2,23E-08 
115 KLHL5 -1,870 -2,056 -1,963 1,12E-68 
116 JDP2 -1,489 -2,423 -1,956 1,71E-15 
117 RAB20 -1,502 -2,399 -1,950 2,04E-04 
118 FTH1 -1,583 -2,288 -1,936 2,04E-04 
119 ERMN -2,047 -1,816 -1,931 7,53E-13 
120 ZBTB16 -2,320 -1,521 -1,920 3,25E-06 
121 PTPRS -1,498 -2,333 -1,916 1,96E-06 
122 NAB2 -1,746 -2,085 -1,915 1,03E-05 
123 RDH10 -1,771 -2,030 -1,901 2,95E-08 
124 DGKD -1,807 -1,973 -1,890 7,05E-149 
125 IGFBP4 -1,443 -2,300 -1,872 1,19E-22 
126 PDE3B -1,821 -1,897 -1,859 8,10E-12 
127 EMP1 -2,076 -1,603 -1,840 7,14E-34 
128 SERPINE2 -2,061 -1,601 -1,831 4,12E-02 
129 GPRASP1 -2,361 -1,302 -1,831 3,63E-03 
130 FERMT2 -1,771 -1,870 -1,821 2,15E-08 
131 IL21R -1,533 -2,058 -1,796 3,12E-19 
132 ST8SIA5 -1,267 -2,313 -1,790 1,68E-08 
133 FTH1P3 -1,709 -1,864 -1,787 1,08E-06 
134 TSC22D1 -1,665 -1,896 -1,780 5,76E-118 
135 NOS2 -1,898 -1,646 -1,772 1,66E-06 
136 FGFR1 -1,926 -1,570 -1,748 3,37E-20 
137 EIF2C2 -1,584 -1,911 -1,747 5,63E-46 
138 BCL6B -1,955 -1,534 -1,744 9,71E-20 
139 CRIM1 -1,919 -1,552 -1,735 1,85E-31 
140 MT2A -1,793 -1,678 -1,735 1,28E-54 
141 LOC339535 -1,231 -2,237 -1,734 6,97E-02 
142 PDGFA -1,637 -1,817 -1,727 3,22E-29 
143 ANTXR2 -1,524 -1,911 -1,718 1,65E-08 
144 ANKRD33B -1,853 -1,573 -1,713 2,00E-04 
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145 PELI1 -1,610 -1,812 -1,711 1,95E-33 
146 FASN -1,365 -2,045 -1,705 1,10E-39 
147 ITGA6 -1,380 -2,024 -1,702 6,44E-18 
148 ETV5 -1,393 -1,990 -1,691 1,82E-06 
149 DUSP5 -2,273 -1,107 -1,690 5,99E-16 
150 PLEKHG1 -1,747 -1,614 -1,680 1,57E-21 
151 IL4R -1,635 -1,708 -1,672 4,97E-24 
152 APP -1,499 -1,845 -1,672 2,06E-21 
153 FNDC3B -1,213 -2,125 -1,669 1,49E-02 
154 NT5C3 -1,898 -1,436 -1,667 5,20E-17 
155 SCML1 -1,148 -2,177 -1,663 8,59E-06 
156 TBL1X -1,902 -1,422 -1,662 7,93E-15 
157 SGCB -1,405 -1,887 -1,646 8,70E-04 
158 POU6F1 -1,486 -1,799 -1,642 2,50E-05 
159 SKI -1,665 -1,613 -1,639 5,48E-54 
160 MN1 -1,618 -1,655 -1,637 3,99E-10 
161 FMNL2 -1,181 -2,091 -1,636 3,73E-04 
162 TLE3 -1,483 -1,777 -1,630 2,91E-17 
163 KIAA1462 -1,798 -1,449 -1,624 2,58E-03 
164 LMBR1 -1,402 -1,834 -1,618 3,94E-04 
165 ADAM9 -1,668 -1,565 -1,616 7,99E-05 
166 ECE1 -1,709 -1,508 -1,609 9,41E-02 
167 HIVEP1 -1,103 -2,112 -1,608 7,97E-05 
168 XIRP1 -1,122 -2,093 -1,607 1,62E-08 
169 UPP1 -1,806 -1,379 -1,592 1,39E-02 
170 LOC100507278 -1,646 -1,537 -1,591 1,28E-04 
171 RAPGEF1 -1,310 -1,832 -1,571 1,43E-42 
172 DKFZp451A211 -1,779 -1,356 -1,568 5,15E-02 
173 APBB1 -1,283 -1,840 -1,562 3,97E-06 
174 SYAP1 -1,278 -1,839 -1,558 5,52E-26 
175 CTPS2 -1,383 -1,722 -1,553 6,92E-06 
176 LOC100507672 -1,753 -1,350 -1,552 1,29E-09 
177 RP9P -1,839 -1,251 -1,545 2,72E-04 
178 TMEM184B -1,356 -1,718 -1,537 8,72E-07 
179 SH2D2A -1,187 -1,887 -1,537 9,75E-03 
180 SEMA3F -1,603 -1,463 -1,533 6,07E-23 
181 CXCL16 -1,148 -1,905 -1,527 2,73E-08 
182 GRK5 -1,629 -1,406 -1,518 8,31E-09 
183 CCL4 -1,254 -1,755 -1,504 2,35E-03 
184 GPR183 -1,592 -1,404 -1,498 7,99E-06 
185 SRGN -1,766 -1,218 -1,492 1,06E-103 
186 N4BP3 -1,220 -1,737 -1,478 1,84E-09 
187 IL1R1 -1,131 -1,819 -1,475 1,75E-02 
188 NFKB1 -1,156 -1,792 -1,474 6,53E-27 
189 GFOD1 -1,626 -1,310 -1,468 4,43E-16 
190 RILPL2 -1,219 -1,715 -1,467 2,67E-39 
191 C19orf59 -1,325 -1,585 -1,455 7,60E-26 
192 SLC15A4 -1,667 -1,235 -1,451 7,96E-19 
193 GOT1 -1,245 -1,611 -1,428 1,35E-05 
194 ACSL1 -1,614 -1,241 -1,428 4,99E-20 
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195 TCEAL3 -1,291 -1,559 -1,425 6,79E-10 
196 CD40 -1,306 -1,534 -1,420 8,25E-04 
197 SGSH -1,570 -1,262 -1,416 2,99E-06 
198 RRBP1 -1,236 -1,582 -1,409 1,08E-25 
199 CACUL1 -1,266 -1,547 -1,406 4,57E-14 
200 IZUMO4 -1,502 -1,302 -1,402 2,90E-02 
201 CRADD -1,128 -1,618 -1,373 8,10E-06 
202 NDRG1 -1,121 -1,526 -1,324 5,23E-71 
Abkürzungen: fc, Genexpressionsunterschied (fold change); MACE, massive analysis of cDNA ends; ST-DGE, SuperTag 
digital gene expression. 
 
Anhang  108 
8.5 Tabelle S3 
Tabelle S3: Liste der signifikant höher exprimierten Transkripte in Lymphoblasten der 
P2RY8/CRLF2
+
-Subgruppe im Vergleich zur P2RY8/CRLF2
-
-Kontrollgruppe. 
# Gen log2(fcMACE) log2(fcST-DGE) mittlerer log2(fc) mittlerer p-Wert 
1 RIPK4 5,331 7,171 6,251 1,44E-11 
2 FAM19A5 5,893 6,136 6,014 5,06E-09 
3 MOV10L1 5,583 5,399 5,491 5,45E-07 
4 C1orf222 4,261 6,514 5,387 8,94E-04 
5 BIRC7 4,746 6,023 5,385 7,71E-05 
6 NDN 4,639 5,621 5,130 1,41E-04 
7 PTPRK 4,224 5,984 5,104 1,12E-09 
8 PPBP 5,026 4,814 4,920 4,86E-05 
9 BRSK1 4,331 5,206 4,769 4,88E-06 
10 NFATC4 3,813 5,399 4,606 4,11E-07 
11 FSTL5 4,398 4,721 4,559 5,43E-04 
12 ITGA7 4,109 4,814 4,461 1,71E-03 
13 SH3BGR 3,746 5,062 4,404 6,01E-03 
14 RASAL1 4,846 3,672 4,259 4,26E-05 
15 LINC00487 3,261 5,206 4,233 2,24E-03 
16 KCNQ5 3,524 4,621 4,072 7,65E-04 
17 ITGA2B 2,354 5,337 3,846 1,19E-03 
18 PRKCG 2,172 5,514 3,843 4,98E-07 
19 LOC100130275 3,261 4,399 3,830 2,60E-03 
20 LOC100507314 2,939 4,721 3,830 7,76E-03 
21 HOTAIRM1 2,998 4,621 3,809 1,21E-04 
22 MMRN1 2,261 5,273 3,767 9,55E-03 
23 SOX11 2,602 4,901 3,752 2,05E-05 
24 SYCP2 2,161 5,337 3,749 3,50E-03 
25 PF4 2,261 5,136 3,698 2,05E-03 
26 SPATC1 2,524 4,814 3,669 4,34E-04 
27 TCEANC 2,398 4,901 3,650 5,47E-03 
28 TMEM63C 2,023 5,206 3,614 2,13E-06 
29 MGC23284 2,939 4,136 3,537 1,51E-03 
30 MST1R 2,398 4,621 3,510 5,56E-03 
31 P4HA2 2,961 3,984 3,472 6,23E-09 
32 CALD1 2,617 4,273 3,445 6,65E-04 
33 CTF1 1,676 5,206 3,441 2,73E-02 
34 MGC39372 3,746 3,136 3,441 2,65E-02 
35 CYP4V2 1,454 5,399 3,426 2,64E-04 
36 C17orf57 1,939 4,901 3,420 3,61E-03 
37 ARHGAP22 2,318 4,514 3,416 2,65E-04 
38 CADPS2 2,354 4,399 3,376 1,56E-03 
39 B4GALNT4 3,653 3,026 3,339 2,75E-22 
40 ACP6 2,878 3,721 3,299 2,40E-05 
41 ECM2 2,054 4,514 3,284 6,13E-03 
42 PIP5K1B 1,398 5,136 3,267 3,87E-02 
43 TNFRSF13B 2,524 3,984 3,254 2,61E-03 
44 PPP1R13L 1,318 5,062 3,190 3,34E-02 
45 EPHX2 1,746 4,621 3,184 4,90E-02 
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46 DUSP26 1,463 4,901 3,182 2,25E-05 
47 ANKRD46 1,219 5,136 3,177 2,42E-02 
48 SLC27A4 1,524 4,814 3,169 2,32E-04 
49 RGS18 1,939 4,399 3,169 8,98E-02 
50 MRAS 1,261 5,062 3,161 1,36E-02 
51 KRT8 3,054 3,206 3,130 3,54E-05 
52 EFEMP2 2,797 3,457 3,127 1,88E-10 
53 FBXO43 3,109 3,136 3,122 4,21E-03 
54 VNN2 1,331 4,901 3,116 9,42E-03 
55 NEGR1 1,466 4,721 3,093 1,20E-04 
56 SCML4 1,848 4,321 3,085 8,38E-15 
57 ECHDC2 2,324 3,843 3,084 1,20E-07 
58 TMEM194B 1,441 4,721 3,081 1,24E-02 
59 KCNA6 1,746 4,399 3,072 4,92E-02 
60 DNASE1L2 1,746 4,399 3,072 4,92E-02 
61 ADCK5 1,524 4,621 3,072 1,16E-04 
62 KCNN1 3,893 2,206 3,050 1,84E-06 
63 SPINT1 1,906 4,136 3,021 1,21E-03 
64 CHPF 3,639 2,399 3,019 4,95E-03 
65 AARS 1,552 4,399 2,975 3,66E-04 
66 ELANE 1,318 4,621 2,969 1,34E-04 
67 MMS22L 1,441 4,399 2,920 1,27E-02 
68 MRM1 1,261 4,399 2,830 6,04E-02 
69 BTNL9 2,524 3,099 2,811 3,90E-08 
70 CAPN12 1,813 3,672 2,743 1,29E-03 
71 CARNS1 2,302 3,136 2,719 2,65E-02 
72 TCL6 2,454 2,984 2,719 4,33E-07 
73 PARP10 2,224 3,206 2,715 7,44E-09 
74 TCL1B 3,233 2,193 2,713 1,49E-58 
75 RASSF4 1,434 3,984 2,709 2,22E-03 
76 HS1BP3 2,639 2,768 2,704 2,09E-05 
77 CST3 1,901 3,477 2,689 1,25E-08 
78 LOC100506848 3,639 1,721 2,680 9,75E-03 
79 PI16 3,372 1,984 2,678 2,58E-04 
80 HAR1B 2,524 2,814 2,669 5,67E-04 
81 LOC100887755 2,354 2,984 2,669 1,19E-03 
82 AIF1L 2,261 3,072 2,667 5,81E-06 
83 S1PR1 2,195 3,136 2,665 5,56E-05 
84 ANGPTL6 1,902 3,399 2,651 1,41E-02 
85 PYCR1 2,554 2,734 2,644 1,47E-08 
86 TMEM79 3,054 2,229 2,642 2,78E-05 
87 BEST3 2,813 2,457 2,635 1,11E-04 
88 ABCA7 2,378 2,882 2,630 5,71E-38 
89 RAB11FIP5 2,380 2,873 2,626 1,80E-05 
90 GABRD 3,846 1,399 2,622 2,18E-02 
91 PHLDB2 3,261 1,984 2,622 2,29E-03 
92 CNFN 1,939 3,299 2,619 7,18E-05 
93 SLC25A35 2,983 2,229 2,606 2,00E-03 
94 CAND2 3,639 1,514 2,577 2,34E-02 
95 PYHIN1 1,893 3,206 2,550 3,12E-05 
Anhang  110 
96 KIAA1407 2,398 2,688 2,543 8,52E-05 
97 TMEM121 1,878 3,206 2,542 8,35E-04 
98 GNAZ 2,676 2,399 2,537 2,46E-04 
99 LINC00174 1,676 3,399 2,537 2,73E-02 
100 TRPM4 2,558 2,498 2,528 2,09E-07 
101 ADARB2-AS1 2,054 2,984 2,519 6,09E-03 
102 KLK1 2,746 2,292 2,519 9,81E-04 
103 CD70 2,524 2,514 2,519 4,39E-04 
104 C16orf74 2,712 2,308 2,510 7,40E-08 
105 TTC5 1,746 3,273 2,510 4,89E-02 
106 C19orf57 2,054 2,943 2,499 5,92E-03 
107 FCRL1 3,109 1,873 2,491 6,54E-04 
108 TRIM47 2,571 2,399 2,485 2,34E-05 
109 S100A11 1,719 3,229 2,474 3,74E-07 
110 STK32C 1,524 3,399 2,461 4,65E-03 
111 MRVI1-AS1 2,224 2,621 2,423 1,67E-05 
112 FPR1 1,705 3,136 2,420 5,65E-03 
113 AMICA1 1,261 3,569 2,415 2,85E-02 
114 NTSR1 2,009 2,791 2,400 8,08E-04 
115 CBR4 1,990 2,752 2,371 1,16E-04 
116 PPP1R14A 3,219 1,471 2,345 2,63E-04 
117 ENDOV 1,500 3,136 2,318 8,21E-06 
118 CORO2B 2,341 2,285 2,313 2,08E-06 
119 ZDHHC21 1,602 3,023 2,313 5,15E-03 
120 MAP4K1 1,212 3,399 2,305 1,41E-02 
121 SMA5 1,206 3,399 2,303 1,42E-02 
122 PCDH9 2,779 1,814 2,297 6,96E-11 
123 VPREB1 1,785 2,807 2,296 6,96E-11 
124 DTX1 2,410 2,176 2,293 1,05E-05 
125 C5orf63 1,524 3,062 2,293 6,52E-04 
126 NLRP2 3,068 1,507 2,287 1,43E-07 
127 LCN8 2,246 2,292 2,269 2,43E-06 
128 SMC1B 1,689 2,814 2,251 6,13E-04 
129 DEFA4 2,109 2,372 2,240 1,13E-04 
130 C6orf25 2,302 2,163 2,232 3,48E-06 
131 CDCA3 1,398 3,062 2,230 3,88E-02 
132 NME3 1,440 2,953 2,196 1,75E-10 
133 HIST1H4I 1,846 2,542 2,194 5,90E-03 
134 SH3GLB2 1,171 3,192 2,182 1,60E-10 
135 SEC11C 1,189 3,167 2,178 5,35E-06 
136 C14orf149 2,746 1,605 2,176 1,03E-03 
137 MLC1 2,602 1,748 2,175 7,51E-10 
138 TPBG 1,911 2,426 2,169 1,00E-06 
139 S100A9 1,260 3,074 2,167 1,91E-20 
140 RNASE6 2,746 1,574 2,160 9,83E-04 
141 CDK2AP2 1,314 2,984 2,149 1,98E-07 
142 TMEM5 2,161 2,136 2,148 3,50E-03 
143 SYTL1 1,594 2,675 2,134 3,54E-17 
144 LOC100506334 1,712 2,551 2,131 2,87E-04 
145 FRMD4A 1,261 2,984 2,122 1,41E-02 
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146 TNFSF12 1,234 2,984 2,109 6,17E-03 
147 PLD4 1,307 2,901 2,104 2,94E-04 
148 FGD2 1,922 2,261 2,091 5,77E-10 
149 NEO1 2,602 1,579 2,091 9,55E-03 
150 ERBB2 2,441 1,740 2,091 7,74E-04 
151 LTB 2,034 2,133 2,084 1,11E-252 
152 C16orf86 1,746 2,399 2,072 1,07E-04 
153 LRRC45 2,091 2,044 2,067 5,16E-08 
154 CYBB 1,990 2,123 2,056 4,55E-14 
155 SIPA1L3 2,617 1,492 2,054 8,52E-06 
156 LINC00264 1,473 2,630 2,051 1,95E-07 
157 ST20 1,280 2,814 2,047 1,11E-03 
158 SLC38A10 1,769 2,323 2,046 2,65E-24 
159 PNPLA4 1,939 2,136 2,037 1,33E-03 
160 ESAM 1,617 2,446 2,031 8,89E-03 
161 OAS3 1,393 2,669 2,031 1,29E-09 
162 LIMS2 1,635 2,420 2,028 1,44E-14 
163 RGS14 1,738 2,299 2,019 2,98E-09 
164 CUL7 1,846 2,183 2,014 2,48E-07 
165 TMEM91 2,435 1,591 2,013 5,63E-07 
166 DICER1-AS1 1,939 2,062 2,000 1,34E-03 
167 LOC100505801 2,602 1,399 2,000 1,01E-02 
168 IGLL3P 1,524 2,457 1,991 1,63E-02 
169 EPHA7 2,135 1,829 1,982 5,67E-08 
170 LRRC16B 1,354 2,591 1,973 05,47E-03 
171 H2AFY2 1,293 2,644 1,968 8,12E-03 
172 CSTA 2,331 1,579 1,955 9,59E-03 
173 COCH 1,602 2,299 1,951 5,20E-03 
174 PRSS21 1,591 2,299 1,945 3,00E-03 
175 LOC100130476 1,219 2,662 1,940 2,63E-03 
176 HBM 1,585 2,264 1,925 1,09E-125 
177 GSDMB 1,511 2,337 1,924 1,92E-04 
178 MMP28 1,865 1,977 1,921 5,72E-09 
179 CIB2 1,219 2,621 1,920 2,42E-02 
180 S100A1 1,354 2,477 1,915 1,89E-02 
181 AGFG2 1,746 2,062 1,904 2,50E-05 
182 OPRL1 1,746 2,062 1,904 2,08E-03 
183 CSRP2BP 1,705 2,099 1,902 5,60E-03 
184 ZNF232 1,524 2,273 1,899 8,03E-03 
185 CCDC85C 1,398 2,399 1,899 2,08E-04 
186 EBF4 1,832 1,960 1,896 5,97E-04 
187 LAMA5 1,293 2,477 1,885 8,12E-03 
188 RNASE2 1,631 2,136 1,883 1,34E-02 
189 PCBP3 1,746 2,001 1,874 9,61E-03 
190 IGLL5 1,645 2,095 1,870 3,34E-114 
191 EVC2 2,261 1,477 1,869 9,42E-03 
192 ACRBP 1,775 1,960 1,868 8,85E-04 
193 FP588 1,261 2,457 1,859 6,01E-03 
194 POMC 1,865 1,853 1,859 7,85E-05 
195 KCNA5 2,448 1,242 1,845 2,44E-03 
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196 FIG4 1,202 2,457 1,830 2,32E-03 
197 MYO7B 1,605 2,051 1,828 7,89E-09 
198 TBX21 1,684 1,970 1,827 2,05E-06 
199 CAD 1,468 2,180 1,824 1,44E-08 
200 LOC285972 2,132 1,514 1,823 3,01E-04 
201 ITIH3 1,971 1,672 1,822 2,59E-06 
202 CCS 1,139 2,499 1,819 1,31E-11 
203 TERT 1,120 2,514 1,817 4,59E-03 
204 C16orf79 1,224 2,399 1,811 1,35E-03 
205 DECR2 1,689 1,929 1,809 1,00E-04 
206 MAPK12 1,276 2,337 1,807 2,94E-04 
207 CPAMD8 1,202 2,399 1,800 1,02E-02 
208 COMTD1 1,463 2,136 1,799 2,40E-06 
209 NUP210 1,695 1,897 1,796 7,11E-19 
210 MDGA1 1,998 1,591 1,795 1,19E-06 
211 PYGM 1,617 1,957 1,787 2,08E-05 
212 LOC100506115 1,746 1,814 1,780 9,78E-03 
213 HLA-DOB 2,109 1,446 1,777 1,57E-03 
214 CFD 2,017 1,536 1,777 6,69E-04 
215 ZNF507 2,176 1,366 1,771 3,56E-04 
216 FAM78A 1,125 2,415 1,770 1,32E-04 
217 PLD6 1,775 1,752 1,764 7,90E-04 
218 LTK 1,813 1,711 1,762 8,97E-14 
219 ALDH4A1 2,308 1,214 1,761 8,80E-05 
220 ANO9 1,832 1,688 1,760 2,98E-03 
221 PDZK1IP1 1,787 1,731 1,759 2,59E-04 
222 ACBD4 1,109 2,399 1,754 1,57E-03 
223 LOC100505761 1,700 1,801 1,750 8,08E-07 
224 LOC100130503 1,219 2,282 1,750 3,15E-04 
225 FAM173A 1,393 2,099 1,746 2,02E-05 
226 TNFSF9 2,331 1,158 1,744 5,14E-03 
227 MZF1 1,418 2,054 1,736 3,72E-10 
228 ACSS1 1,614 1,852 1,733 5,04E-45 
229 HMG20A 1,524 1,941 1,733 3,31E-06 
230 CD300LF 1,224 2,237 1,731 1,35E-03 
231 ODZ4 2,261 1,192 1,727 9,44E-03 
232 CYTL1 1,435 2,001 1,718 5,79E-10 
233 LOC100506100 1,161 2,273 1,717 7,41E-03 
234 FAM69C 1,452 1,980 1,716 7,29E-11 
235 LHPP 1,934 1,494 1,714 2,62E-17 
236 COG4 1,318 2,102 1,710 3,34E-09 
237 TFAP2E 1,380 2,036 1,708 1,10E-02 
238 GATA3 1,717 1,695 1,706 9,42E-06 
239 AEBP1 2,008 1,399 1,703 1,37E-03 
240 MPND 1,351 2,055 1,703 1,24E-10 
241 PLCG2 1,623 1,775 1,699 8,58E-09 
242 C9orf37 1,870 1,508 1,689 1,54E-07 
243 HBG1 1,766 1,608 1,687 2,26E-197 
244 HHAT 1,398 1,969 1,684 6,27E-03 
245 FAM125A 1,154 2,208 1,681 1,88E-07 
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246 SUSD3 1,471 1,876 1,673 1,58E-12 
247 CRTC1 1,503 1,843 1,673 1,80E-06 
248 CCDC106 1,524 1,814 1,669 4,77E-04 
249 KIAA0895L 1,405 1,929 1,667 9,03E-03 
250 LOC100506936 1,354 1,979 1,666 1,65E-03 
251 MYL9 1,769 1,561 1,665 2,29E-04 
252 ATG16L2 1,207 2,096 1,652 1,33E-15 
253 LRRN2 1,524 1,768 1,646 8,25E-02 
254 FCN1 1,545 1,743 1,644 9,63E-12 
255 LOC100506459 1,723 1,557 1,640 2,78E-04 
256 PNKP 1,316 1,957 1,636 3,25E-10 
257 ABHD14A 1,448 1,814 1,631 1,47E-03 
258 CENPM 1,249 2,006 1,628 7,01E-05 
259 SIGMAR1 1,328 1,918 1,623 9,17E-06 
260 DHX58 1,261 1,984 1,622 5,13E-04 
261 KIAA1683 1,615 1,621 1,618 1,15E-15 
262 ARHGEF4 2,082 1,145 1,614 6,90E-05 
263 PQLC3 1,287 1,939 1,613 4,11E-03 
264 APOBEC3D 1,546 1,665 1,605 1,37E-06 
265 OAS2 1,512 1,693 1,602 8,05E-10 
266 ZNF692 1,653 1,551 1,602 1,26E-06 
267 SLC14A1 1,161 2,036 1,599 2,67E-05 
268 CTSG 1,797 1,399 1,598 2,17E-02 
269 CCDC154 1,588 1,602 1,595 1,90E-04 
270 FAM129C 1,522 1,666 1,594 5,79E-22 
271 HK3 1,787 1,399 1,593 3,59E-03 
272 MRVI1 1,705 1,478 1,591 1,95E-07 
273 SOWAHD 1,415 1,761 1,588 6,78E-04 
274 ENO3 1,272 1,904 1,588 2,25E-05 
275 LOC100506532 1,939 1,229 1,584 9,11E-03 
276 RAG1 1,681 1,485 1,583 6,57E-09 
277 TXNRD2 1,362 1,803 1,582 3,06E-05 
278 PIEZO1 1,482 1,679 1,580 5,45E-27 
279 SMIM1 1,243 1,901 1,572 7,86E-06 
280 TSPO2 1,278 1,853 1,565 5,63E-04 
281 CCDC88B 1,472 1,654 1,563 1,23E-13 
282 FZD6 1,261 1,864 1,563 2,10E-03 
283 TMEM44 1,417 1,704 1,561 3,93E-04 
284 LOC100652888 1,306 1,814 1,560 6,12E-04 
285 TCF19 1,104 2,012 1,558 7,11E-05 
286 ANKS3 1,689 1,419 1,554 1,05E-04 
287 GAS6-AS1 1,242 1,864 1,553 1,57E-03 
288 DOK1 1,705 1,399 1,552 4,01E-04 
289 ACAP1 1,434 1,666 1,550 3,27E-34 
290 PMS1 1,380 1,721 1,550 1,03E-03 
291 TMCO4 1,464 1,634 1,549 1,08E-09 
292 MZB1 1,141 1,949 1,545 5,69E-118 
293 PUSL1 1,338 1,744 1,541 2,80E-03 
294 SMUG1 1,769 1,308 1,539 3,08E-03 
295 FOXP1-IT1 1,591 1,481 1,536 3,17E-05 
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296 SOX12 1,600 1,466 1,533 5,65E-03 
297 OAS1 1,214 1,840 1,527 1,81E-05 
298 HTRA3 1,627 1,421 1,524 1,50E-05 
299 OIP5 1,187 1,858 1,522 2,07E-02 
300 TBC1D10C 1,290 1,753 1,521 1,08E-58 
301 CRELD2 1,182 1,861 1,521 5,00E-13 
302 CCDC111 1,705 1,337 1,521 5,91E-03 
303 MTHFSD 1,417 1,621 1,519 4,25E-03 
304 NETO1 1,727 1,308 1,518 2,97E-03 
305 MPZL1 1,655 1,373 1,514 2,65E-08 
306 MYH10 1,406 1,621 1,514 1,31E-04 
307 RADIL 1,248 1,770 1,509 1,16E-04 
308 CYBASC3 1,540 1,472 1,506 7,30E-21 
309 LINC00426 1,530 1,463 1,496 4,25E-20 
310 CASK 1,212 1,780 1,496 1,65E-04 
311 AMH 1,354 1,633 1,494 1,65E-03 
312 AHSA2 1,135 1,851 1,493 3,58E-08 
313 NUAK2 1,169 1,814 1,491 3,76E-02 
314 POP5 1,167 1,814 1,490 3,76E-03 
315 COMMD3 1,248 1,733 1,490 1,79E-07 
316 CERCAM 1,694 1,281 1,487 4,21E-04 
317 ICAM3 1,167 1,795 1,481 8,94E-23 
318 RPUSD3 1,189 1,766 1,478 5,35E-06 
319 MTERFD1 1,219 1,731 1,475 2,44E-02 
320 CRIP1 1,176 1,767 1,471 2,70E-61 
321 BAHCC1 1,287 1,655 1,471 5,93E-17 
322 CIITA 1,239 1,698 1,469 1,56E-05 
323 PLBD1 1,413 1,524 1,469 4,08E-03 
324 LOC100862671 1,665 1,266 1,465 2,84E-04 
325 FECH 1,240 1,681 1,461 7,03E-11 
326 NRGN 1,746 1,171 1,459 2,08E-03 
327 SCARB1 1,318 1,589 1,453 3,62E-15 
328 CISD3 1,197 1,706 1,451 3,75E-07 
329 S100PBP 1,219 1,670 1,444 3,15E-04 
330 CREB3L4 1,524 1,360 1,442 2,04E-06 
331 RAB37 1,115 1,751 1,433 8,20E-10 
332 LOC100499489 1,123 1,740 1,432 1,25E-02 
333 SKAP2 1,119 1,736 1,427 1,13E-07 
334 PGLYRP1 1,715 1,111 1,413 4,12E-04 
335 IFT27 1,659 1,166 1,413 3,27E-10 
336 GAB3 1,237 1,577 1,407 7,24E-08 
337 CD4 1,676 1,136 1,406 8,10E-03 
338 FBXW8 1,239 1,564 1,401 3,34E-03 
339 PPP2R3B 1,629 1,145 1,387 1,40E-08 
340 KIAA0182 1,121 1,637 1,379 5,74E-07 
341 INTS1 1,228 1,529 1,378 4,40E-46 
342 NBEAL2 1,151 1,598 1,375 1,43E-08 
343 TERF2 1,157 1,578 1,367 5,29E-26 
344 AMT 1,182 1,551 1,366 4,15E-05 
345 PIGF 1,180 1,551 1,365 8,69E-03 
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346 TBL2 1,109 1,591 1,350 1,06E-02 
347 POU2AF1 1,542 1,107 1,325 3,06E-14 
348 LDOC1 1,524 1,113 1,319 6,83E-03 
349 SERPINA1 1,101 1,534 1,317 1,25E-03 
350 LOC729080 1,109 1,508 1,308 9,15E-02 
351 BLNK 1,102 1,507 1,304 3,20E-08 
Abkürzungen: fc, Genexpressionsunterschied (fold change); MACE. massive analysis of cDNA ends; ST-DGE. SuperTag 
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